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Compounds having the formula (I), in which the substituents R\ Y, W 
and R have the meanings cited, have in vivo the activity of the active substance 
residue W with improved pharmacokinetics. 



-CH- 
I 

Y 



.ow 



■OR 



(I) 



(57) Zi 



8 



Aus den Verbindungcn der Fcamel (I), in der die Substituenten R', Y, W und R die genannten Bedeutungen haben, weisen in vivo 
die Wirkung des Wiikstoffrestcs W bei verbesserter Phaimakokiitedk auf. 
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Beschreibung 

Methylphosphonsaureester, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Methylphosphonsaureester, Verfahren 
zu deren Herstellung und deren Verwendung. 

Es sind bereits phosphorylierte Wirkstoffderivate bekannt, die teilweise auch zu 
pharmazeutischen Zwecken eingesetzt wurden. So werden z,B. in J. Med. Chem. 
1993, 36, 1048-1052 Phosphoamidatester mit AZT beschrieben. Die anitvirale 
Aktivitat dieser Verbindungen ist jedoch um den Faktor 10 kieiner als die von AZT 
und die Toxizitat der genannten Verbindungen ist um den Faktor 5 hSher als die 
von AZT. in J. Med. Chem. 1991, 34, 1830-1837 werden Phosphotriester-Derivate 
mit AZT beschrieben; auch bei diesen Verbindungen ist die Aktivitat geringer und 
die Toxizitat grSBer als bei AZT. Ahnliche Ergebnisse werden mit verwandten 
Verbindungen erzielt, uber die in J. Org. Chem. 1992, 57, 7300-7307 berichtet wird. 

In der Absicht, phosphorylierte Wirkstoffderivate zu erhalten, die nlcht die Nachteile 
einschlagiger Verbindungen des Standes der Technik aufweisen, wurde nun 
gefunden, da8 die erfindungsgem&Ben Methylphosphonsaureester hervorragende 
Eigenschaften haben. Erfindungsgegenstand sind demzufolge 

1) Verbindungen der Formel I, 

Y 0 

dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc Oder SAc, mit Ac=(C1-C18)-Acyi, ggf. 1- 

3-fach ungesittigt, hat, 

R* Aryl, Heteroaryl Oder Alkyl bedeutet, 
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W die Bedeutung eines pharmazeutischen Wirkstoffrestes hat, 

R die Bedeutung von W hat wobei R und W glelch Oder verschieden sein 

kSnnen, oder R bedeutet einen ggf. substituierten Alkylrest oder ^ 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 

Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 4 

Formel II' bedeutet 




(ii) (if) 



wobei X Oxy, Sulfandiyl oder Methylen bedeutet, 
B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darsteltt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 50 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabh§ngig voneinander H (C1-C18)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

4 8 5 
R 4 -P- OR 5 

I 

worin R 4 O", S", CH 3 oder CHYR\ mit R' und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-18 OAtomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhangig voneinander H, 0(C1-C18)-AIkyl, 0(C1-C18)-Acyl, 
F, CI, N 3 , NH 2 Oder NHR 6 wobei R 6 (C1-C6)-Alkyl oder -Acyi 
und die geschweifte Klammer deutet an, daB R 3 und der benachbarte 
Phosphonylrest sich in 2' bzw. 3' Position befinden kSnnen. 



WO 95/013*3 



PCT/EP94/02121 



3 

2) Bevorzugt sind Verbindungen der Formel I wie unter 1) erISutert, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc Oder SAc, mit Ac=(C1-C8)-Acyl, ggf. 1-3- 
fach ungesfittigt, hat, 

R' Aryl mit 6-14 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu drei vonelnander 
unabhangigen Resten ausgewShtt aus der Gruppe 
(C1-C5)-Alkyl, Halogen, N0 2 , CN, (C1-C6)-AIkoxy, Amino, (C1-C4)- 
Alkylamino, (C1-C8)-DiaIkylamino, wobei an den Arylrest auch e!n (C3-C8)- 
Alkylenrest ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch 
Oxy ersetzt sein kann; 

Heteroaryl mit 3 bis 13 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewahlt 
aus der Gruppe N, O und S; 

(C1-C16)-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, gesattigt Oder 1-3 fach 
unges&ttigt, ggf. substituiert unabh&ngig voneinander mit bis zu drei 
Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe Halogen, CN, N0 2 und (C1-C3)- 
Alkoxy bedeutet, 

W die Bedeutung eines pharmazeutischen Wirkstoffrestes hat, 
R die Bedeutung von W hat, wobei R und W gleich oder verschieden sein 
k6nnen, oder R bedeutet oder (C1-C16)-Alkyl, das verzweigt oder 
unverzweigt sein kann und ggf. substituiert ist unabhangig voneinander mit 
bis zu 3 Resten aus der Gruppe Halogen, CN, (C1-C8)-AcyIoxy, (C1-C18)- 
Alkoxy oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 
Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 
Formel IP bedeutet 

wobei X Oxy oder Sulfandiyl bedeutet, 

B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darstellt, 

n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 30 bedeutet, 

R 1 und R 2 bedeuten unabhangig voneinander H (C1-C12)-Acyl oder einen 

Rest der Formel 
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O 

R 4 -P- OR 

I 

worin R 4 O, S, CH 3 oder CHYR', mit R' und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest m'rt 1-12 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabh§ngig vonelnander H, 0(C1-C12)-Alkyl, 0(C1-C12)-Acyl, 
CI, N 3 , NH 2 Oder NHR 6 wobei R 6 (C1-C3)-Alkyl Oder -Acyl 
und die geschweifte Klammer deutet an, daB R 3 und der benachbarte 
Phosphonylrest sich in 2' bzw. 3* Position befinden konnen, 

3) Besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I wie unter 1) oder 2) 
erlautert, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc oder SAc hat, mit Ac=(C1-C3)-Acyl, ggf. 
1-3-fach ungesaltigt, 

R' Aryl mit 6-14 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu 3 voneinander 
unabhangigen Resten ausgewahlt aus der Gruppe 
(C1-C3)-Alkyl,F, CI, N0 2 , CN, (C1-C4)-Alkoxy, Amino, (C1-C3)-Alkylamlno, 
(C1-C6)-Dialkylamino, wobei an den Arylrest auch ein (C3-C8)-Alkylenrest 
ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch Oxy ersetzt 
sein kann; 

Heteroaryl mit 3 bis 6 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewahlt 
aus der Gruppe N, O und S; 

(C1-C8)-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, gesattigt oder 1-3 fach 
ungesattigt, ggf. substituiert unabhangig voneinander mit bis zu drei 
Subst'rtuenten ausgewahlt aus der Gruppe CI, CN, N0 2 und (C1-C3)-Alkoxy 
bedeutet, 

W die Bedeutung eines 5'-, 3' oder 2' Nukleosid-Anatogons, eines Steroids, 
eines Zuckers, eines inositols oder eines Peptids mit mindestens einer 
Aminosaure Ser oder Tyr und insgesamt bis zu 20 naturllchen Aminosauren 
hat, 
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R die Bedeutung von W hat Oder (C1-C8)-Alkyl bedeutet, das verzweigt oder 

unverzweigt sein kann und ggf. substituiert ist mlt bis ru 2 Resten bus der 

Gruppe Halogen, CN, (C3-C6)-Acytoxy, (C8-C18)-Alkoxy Oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 

Oligonukleotid wobel W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 

Formel II' bedeutet 

wobei X Oxy bedeutet, 

B unabh&ngig voneinander eine Nukleotidbase darstellt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 20 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabh§ngig voneinander H (C1-C8)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

4 " 5 

R 4 -P- OR 5 
I 

worin R 4 O, S, CH 3 oder CHYR', mit R' und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-8 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhangig voneinander H, 0(C1-C8)-Alkyl, 0(C1-C8)-Acyl, CI 
oder N 3 , und die geschweifte Klammer deutet an, daB R 3 und der 
benachbarte Phosphonylrest slch in 2' bzw. 3 f Position befinden kdnnen. 

4) Ganz besonders bevorzugt sind Verbindungen der Formel I wie oben unter 
1) bis 3) erl&utert, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
Y die Bedeutung von OH hat, 

R' Aryl mit 6 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu 3 voneinander 
unabhangigen Resten ausgewShlt aus der Gruppe 
(C1-C3)-Alkyl, F, CI, N0 2 , CN, (C1-C4)*Alkoxy, Amino, (C1-C3)-AIkyIamino f 
(C1-C6)-Dialkylamino, wobei an den Aryirest auch ein (C3-C6)-AIkylenrest 
ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch Oxy ersetzt 
sein kann; 
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Heteroaryl mit 3 bis 6 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewShlt 
aus der Gruppe N, O und S; 

(C1-C8)-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, ges§ttigt Oder 1-3 fach 

ungesattigt, vorzugsweise ungesattigt In konjugierter Form mlt einer 

ungesattigten Bindung in alpha-Stellung, ggf. substituiert unabhangig 

voneinander mit bis zu drei Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe CI, 

CN, N0 2 und (C1-C3)-Alkoxy bedeutet, 

W die Bedeutung eines 5'- oder 3' Nukleosid-Analogons hat, 

R die Bedeutung von W hat oder (C1-C4)-Alkyl bedeutet, das verzweigt oder 

unverzweigt sein kann oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 
Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 
Formel II' bedeutet 
wobei X Oxy bedeutet, 

B unabhSngig voneinander eine Nukleotidbase darsteDt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 15 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabhangig voneinander H (C1-C4)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

4 " 5 
R -P- OR 

I 

worin R 4 O, S, CH 2 oder CHYR*. mit R' und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-3 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhangig voneinander H, 0(C1-C3)-A!kyl, 0(C1-C3)-Acyl, CI 
oder N 3 , und die geschwelfte Klammer deutet an, daB R 3 und der 
benachbarte Phosphonylrest sich in 2' bzw. 3' Position befinden konnen. 

5) Weiterhln von besonderer Bedeutung sind Verbindungen der Formel I wie 
unter 1) bis 4) ertautert, dadurch gekennzeichnet, daB 
Y die Bedeutung von OH hat, 

W die Bedeutung eines 5'- oder 3* Nukleosid-Analogons hat, 
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R die Bedeutung von W hat oder (C1-C4)-AIkyl bedeutet, das verzweigt Oder 
unverzwelgt sein kann, 

R* bedeutet Aryl mit 6 C-Atomen, ggf. substltuiert mit bis zu 3 voneinander 

unabhanglgen Resten ausgewShlt aus der Gruppe 

CI, N0 2 , CN, (C1-C3)-Alkoxy, Amino und (C1-C3)-AIkylamino. 

Der vorstehend im Zusammenhang mit mehrfach auftretenden Substituenten (z.B. 
"B") gebrauchte Begriff "unabhangig voneinander" son verdeutlichen, daB in Jeweils 
einer Verbindung die jewiligen Substituenten unterschiedlich sein konnen, was auch 
fur sich n-mal wiederholende Elemente gilt. 

Beispiele fur in den vorangegangenen Definitionen erwahnten Acylgruppen sind 
Acetyl, Butyryl, Pivaloyl, Crotonoyl, Pentanoyl, Hexanoyl, Octadecanoyl oder Oleyl. 

Geeignete Alkylgruppen sind z.B.Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Isobutyl, Pentyl oder 
Hexyl. 

Beispielhafte Arylgruppen sind Phenyl oder Naphthyl. 

Geeignete Heteroarylgruppen sind z. B.Pyridyl, Oxazol, Furyl, Benzofuryl oder 
Phenothiazinyi. 

Beispielhafte Alkylaminogruppen sind die Methyl- und die Dimethylaminogruppen. 

Beispielhafte Dialkylaminogruppen sind die Dimethylamino- und die 
Diethylaminogruppe. 

ErfindungsgemaR besonders geeignete Nukleosid-Analoga sind von den Basen 
Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Purin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin oder 5- 
Chlorcytosin abgeleitete Verbindungen, insbesondere z.B. 3'-Deoxy-3'- 
azidothymidin, ^.S'-Dideoxy-^'-didehydrothymidin, 2',3 , -Dideoxythymidin, 2\3*- 
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Dideoxyuridin, 2\3'-Dideoxyadenosin ( 2 , ,3 , -Dideoxyinosin, ST.S'-Deoxythymidin, 
Acyclovir und Gancydovir. 

Die obengenannten Reste R 5 konnen gegebenenfalls mlt Halogen, vorzugweise CI, 
CF 3 , CN, NH 2 Oder (C1-C6)- vorzugsweise (C1-C3)-A!koxy substiuiert sein. 

Zum Gegenstand der vorliegenden Erfindung geh6rt weiterhin ein Verfahren zur 
Herstellung von Verbindungen gem&B einem Oder mehreren der AnsprOche 1-5 das 
dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine Verbindung der Formel III mit einer Verbindung der Fomnel IV umgesetzt 
wird, 



Oder daB 

b) eine Verbindung der Formel V in beliebiger Reihenfolge und unter Anwendung 
eines Kondensationsmittels mit Verbindungen der Formel VI umgesetzt wird, 
Oder daB 

c) eine Verbindung der Formel V in beliebiger Reihenfolge und unter Anwendung 
eines Kondensationsmittels mit Verbindungen der Formel VI und der Formel VII 
umgesetzt wird, 




ow 




(Ml) 



(IV) 




WOH 



ROH 



0-SG 



(V) 



(VI) 



(VII) 



wobei SG eine Schutzgruppe darstellt, die zur Gewinnung der Verbindung der 
Formel I ggf. abgespalten wird, 
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Oder eine Nudeotideinheit mit 3'(2>terminaler H-Phosphonat Gruppierung und 
geschutzter S'-Hydroxygruppe mit einer weiteren Nudeotideinheit mit freier 5'- 
Hydroxygruppe und geschutzter S'^'J-Hydroxygruppe in Gegenwart eines 
Aktivierungsmittels zum H-Phosphosphonatdinucleosid umgesetzt und dieses mit 
einem Aldehyd zum Dinucleosid-a-hydroxyalkyl(aryO-phosphonat kondensiert wird, 
das nach Umsetzung zu deren aktivierten Derivaten mit weiteren (Oligo)- 
Nucleotidfragmenten zu Oligonudeotiden reagiert, wobei temporSr eingefuhrte 
Schutzgruppen abgespatten werden, Oder daB 

a) eine Nudeotideinheit mit 3 v (2>termlnater Phosphor(lll) oder Phosphor(V)- 
Gruppierung mit einer freien S'-Hydroxygruppe einer weiteren 
Nudeotideinheit bzw. wachsenden Oligonucleotidkette in Gegenwart eines 
Kondensationsmtttels oder 

b) deren aktivierten Derivaten umgesetzt wird, oder das 
Oligonucleotidanalogen in Fragmenten in gleicher Weise aufgebaut wird, in 
den nach a) Oder b) erhaltenen Oligonudeotiden zum Schutz anderer 
Funktionen temporSr eingefuhrte Schutzgruppen abgespalten werden und 
die so erhaltenen Oligonucleotid-Analoga der Formel I worin W einen Rest 
der Formel II und R einen Rest der Formel IP bedeutet gegebenenfalis in ihr 
physiologisch vertr&gliches Salz uberfuhrt werden. 

Die unter a) beschriebene Reaktion ISuft vorzugsweise unter folgenden 
Bedingungen ab. 

A) Reaktion des Phosphonatdiesters der Formel III mit den entsprechenden 
substituierten Aldehyden der Formel IV in einem organischen Losungsmitte!, 
z.B. in trockenem Triethyiamin Q^E^) bei erhdhter Temperatur, vorzugsweise 
in der Siedehitze.. 

B) Reaktion des Phosphonatdiesters der Formel III mit dem Aldehyd der Formel 
IV in einem trockenen aprotischen Losungsmitte!, z.B. Tetrahydrofuran (THF) 
unter Zugabe einer organischen Base, z.B. NEt 3 oder Chinin bei 
Raumtemperatur ±10 °C. 
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Nach erfolgter Reaktion werden die Produkte nach bekannten Methoden 
aufgereinigt, z.B. durch Chromatographies 

Die unter b) und c) beschriebenen Reaktionen laufen unter im Stand der Technik 
fur Veresterungen bekannten Bedingungen ab. Besonders gute Ergebnisse eraelt 
man mittels intermedi&rer Aktivesterbildung z.B. mit 
Triazol/Dimesitylensulfonsaurechlorid. 

Geeignete Schutzgruppen, die ggf, nach der Reaktion gemaB Methoden des 
Standes der Technik abgespalten werden, sind z.B. Alkylsilyl, Mkylarylsilyl und Acyl, 
insbesondere t-Butyldimethylsilyl. Die letztgenannte Schutzgruppe I§Bt sich 
vorteilhaft mit Ammoniumfluorid in Methanol abspatten. 
Die erfindungsgemaSen Verbindungen lassen sich auch stereoselektiv nach 
verschiedenen Methoden des Standes der Technik herstellen. Ein bevorzugter 
Ansatz zur Einfuhrung der Chiralitat am a-Kohlenstoff-Atom ist die Reaktion des C- 
Anions eines t-Butyldimethylsilyl-geschutzten Alkohots (Verbindung der Formel V) 
mit dem aus (+)-Ephedrin als chiralem Auxiliar abgelettetem OxazaphosphoDdin. 
Das Oxazaphospholidin wird z,B. durch Reaktion von Phosphorylchlorid mit (+)- 
Ephedrin in 60 %iger Ausbeute und einem DiastereomerenverhSltnis von 24:1 
erhalten. Eine weitere Moglichkeit zur Einfuhrung der Chiralitat besteht in der 
enantioselektiven Oxazaborolidin-katalysierten Reduktion (Tetrahedron Lett., 31, 
611, (1990). 

Die zur Durchfuhrung der obengenannten Reaktionen benotigten Ausgangsstoffe 
sind kauflich, Oder konnen gemSB atlgemein bekannter Vorschriften hergesteltt 
werden. Einige bevorzugte Herstellungsmethoden werden in den Beispielen 
beschrieben. 

Die Nucleosid-H-Phosphonatdiester der Formel ill, die als Ausgangsverbindungen 
dienen, lassen sich z.B. durch die Umsetzung von Diisopropylamindichlorphosphin 
mit den entsprechenden Nucleosiden zum Phosphoramidit, das direkt unter 
Tetrazol Aktivierung mit Wasser in einer "Eintopf-Reaktion" zu den Verbindungen 
der Formel III hydrolysiert werden kann, herstellea 
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Alternativ gelingt die Synthese z.B. durch die Veresterung eines S'-Nucleosid- 
phosphorigsauremonoesters mit einem zweiten Aquivalent des Nucleosids unter 
Pivaioylchlorid-Aktivlerung. Ein B'-Nudeosid-phosphorigsSuremonoester ist durch 
Reaktion von Phosphortrichlorid mit Imidazol zum Phosphortriimidazolid, nach 
Reaktion mit dem entsprechenden Nucleosid und anschlieBender Hydrolyse 
zug&ngiich. 

Alternativ lassen sich die Verbindungen der Formel III durch die Veresterung eines 
S'-Nucleosid-phosphorigsSuremonoesters mit einem zweiten Aquivalent des 
entsprechenden Nucleosids unter Pivaloylchlorid-Aktivierung herstellen. 

Die Herstellung der Verbindungen der Formel I mit einem Rest der Formel II und ir 
erfolgt vorzugsweise so, daS man im Prinzip wie oben beschrieben dimere 
Nucleotide der Formel XI herstellt, die dann nach gangigen Methoden in 
Oligonucleotide eingebaut werden. Beispielsweise (Schema 1) kann ein 5'- 
geschutzter-NucIeosid-S'-H-phosphonatester der Formel VIII mit einer 3 - 
geschutzten S'-Hydroxy-Komponente der Formel IX in Gegenwart eines 
Kondensationsmittels wie Pivaloylchlorid in Pyridin zum Dinucleosid H- 
Phosphonatester der Formel X umgesetzt werden. Dieser wird anschlieBend mit 
dem entsprechenden Aldehyd zum Dinucleosid hydroxyalkylphosphonat umgesetzt. 
Die freie a-Hydroxygruppe muB fur weitere Umsetzungen geschutzt werden, 
vorzugsweise mit der TBDMS (t-ButyldimethylsilyO-Schutzgruppe, die am Ende der 
Synthese mit Fluoridionen abgespahen wird. Formel XI Verbindungen werden 
beispielsweise nach Abspaltung der 3'-Schutzgruppe (SG 2 ) zum Phosphoramidit 
der Formel XII umgesetzt, die sich als Analoge der Phosphoramidite in 
Oligonucleotide nach bekannten Methoden einfuhren lassen. 
Die Pro-Drug Nukleotide lassen sich aber auch als monomere Einheiten durch 
Kondensation entsprechend geschutzter Nucleosid-3* (bzw. 5 9 )-phosphonatester 
mit der 5' (bzw. 3'-)-Hydroxygruppe eines 3' (bzw. 5'-) geschutzten Nucleosids 
aufbauen (Schema 2). Vorzugsweise verwendet man die Nucleosid-3- 
phosphonamidate der Formel XIII (wobei (P) = P-N0propyl) 2 ist), die sich nach 
gangigen Methoden in Oligonucleotide einbauen lassen. 
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Die Darstellung von Oligonucleotidanaloga der Formal I mlt einem Rest der Formal 
II Oder II 1 erfolgt Shnlich wie die Synthese blolbgischer Oligonucleotide In L6sung 
Oder vorzugsweise an fester Phase, gegebenenfalls urrter Zuhilfenahme eines 
automatischen Synthesegerats. 
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Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel I und ihre pharmazeutisch 
vertrSglichen Salze zeigen die pharmazeutische Wirksamkeit der zugrundeliegenden 
Wirkstoffe. Da sie zudem gunstige toxikologische und pharmakokinetische 
Egenschaften zeigen, stellen sie wertvolle Chemotherapeutika dar. 

Die Erfindung betrifft somlt auch Arzneimlttel, insbesondere Arzneimittel zur 
Bekampfung von Viruserkrankungen, die durch einen Gehatt an einer Oder 
mehreren der erfindungsgemaBen Verbindungen charakterisiert sind, Sie konnen 
z.B. oral, intramuskular oder intravenos verabfolgt werden. 

Arzneimittel, die eine oder mehrere Verbindungen der allgemeinen Formel I als 
Wirkstoff enthalten, kSnnen hergestellt werden, indem man die Verbindungen der 
Formel I mit einem oder mehreren pharmakologisch vertraglichen Tr&gerstoffen 
oder Verdunnungsmittel, wie z. B. Puffersubstanzen vermischt, und in eine 
geeignete Zubereitungsform bringt 

Als Verdunnungsmittel seien beispielsweise erwahnt Polyglykole, Ethanol und 
Wasser. Puffersubstanzen sind beispielsweise organische Verbindungen, wie z.B. 
N\ N'-Dibenzylethylendiamin, Diethanolamin, Ethylendiamin, N-Methylglucamin, 
N-Benzylphenethylamin, Diethylamin, Tris(hydroxymethyI)aminomethan f oder 
anorganische Verbindungen, wie z. B. Phosphatpuffer, Natriumbicarbonat, 
Natriumcarbonat. Fur die orale Applikation kommen vorzugsweise Suspensionen 
oder LSsungen in Wasser mit oder ohne Puffersubstanzen in Betracht. Es ist auch 
moglich, die Wirkstoffe als solche ohne TrSger- oder VerdOnnungsmittel In 
geeigneter Form, beispielsweise in Kapseln, zu applizieren. 

Geeignete Dosen der Verbindungen der Formel I oder ihrer pharmazeutisch ver- 
traglichen Salze sind stark abh&ngig von den jeweiligen zugrundeliegenden 
Wirkstoffen; z.B. im Falle des AZT liegen sie bei etwa 0,4 g vorzugsweise 0,5 g bis 
maximal 20 g pro Tag fur einen Erwachsenen von etwa 75 kg KOrpergewicht Es 
konnen Einzel- oder im allgemeinen Mehrfachdosen verabreicht werden, wobei die 
Einzeldosis den Wirkstoff in einer Menge von etwa 50 is 1000 mg enthalten kann. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft welterhin die Verwendung der neuen 
Oligonucleotidanaloga (Verbindungen der Formel I mit einem Rest der Formel II 
und ir als Inhibitoren der Genexpression (Antisense Oligonucleotide, Ribozyme, 
Sense Oligonucleotide und Triplex Forming Oligonucleotide). 
Oligonucleotide finden In wachsendem Maffe Anwendung als Inhibitoren der 
Genexpression (G. Zon, Pharmaceutical Research 5, 539 (1988); J. S. Cohen, 
Topics in Molecular and Structural Biology 12 (1989) Macmillan Press; C. Helene 
and J. J. Toulme, Biochemica et Biophysics Acta 1049, 99 (1990); E. Uhimann and 
A. Peyman, Chemical Reviews 90, 543 (1990)). Antisense Oligonucleotide sind 
NucIeinsSure-Fragmente, deren Basensequenz komplement&r 1st zu einer zu 
inhlbierenden mRNA. Diese Target-mRNA kann zellularen, viralen Oder sonstigen 
pathogenen Ursprungs sein. Als zellulare Target-Sequenzen kommen 
beispielsweise die von Rezeptoren, Enzymen, Immunmodulatoren, lonenkan§len 
Oder Onkogenen in Frage. Die Inhibition der Virus Vermehrung mit Hilfe von 
Antisense Oligonucleotiden wurde beispielsweise fur RSV (Rous Sarcoma Virus), 
HSV-1 und -2 (Herpes Simplex Virus Typ I und II), HIV (Human Immunodeficiency 
Virus) und Influenza-Viren beschrieben. Dabei setzt man Oligonucleotide ein, die 
zur viralen Nucleinsaure komplementar sind. Sense Oligonucleotide sind dagegen 
in ihrer Sequenz so konzipiert, dafi sie beispielsweise Nucleinsaure-bindende 
Proteine Oder Nucleinsaure-prozessierende Enzyme binden ("einfangen") und so 
deren biologische Aktivitat inhibieren (Helene, 1990). Als virale Targets sind hier 
beispielsweise die Reverse Transkriptase, DNA-Polymerase und 
Transaktivator-Proteine zu nennen. Triplex Forming Oligonucleotide haben im 
allgemeinen die DNA als Target und bilden nach Bindung an diese eine 
tripethelicale Struktur aus. Wahrend mit Hilfe der Antisense Oligonucleotide im 
allgemeinen die Prozessierung (Splicing etc.) der mRNA Oder deren Translation in 
das Protein gehemmt werden, hemmen Triplex Forming Oligonucleotide die 
Transkription oder Replikation der DNA (Helene et al. t 1990, Uhimann und Peyman, 
1990). Es ist aber auch moglich, einzelstrangige Nudeins§uren in einer ersten 
Hybridisierung mit einem Antisense Oligonucleotid unter Ausbildung eines 
Doppelstranges zu binden, der dann in einer zweiten Hybridisierung mit einem 
Triplex Forming Oligonucleotid eine Triplex-Struktur ausbildet Die Antisense und 
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Triplex Bindungsregfonen kSnnen dabei entweder in rwei separaten 
Oligonucleotiden Oder aber in einem Oligonucleotid beherbergt sein. Eine weitere 
Anwendung synthetischer Oligonucleotide sind die sogenannten Ribozyme, welche 
die Target-RNA infolge ihrer Ribonuclease-Aktivitat zerstSren (J J. Rossi and N. 
Sarver, TIBTECH 8, 179 (1990), 

FOr die meisten genannten Anwendungen sind Oligonucleotide in ihrer natOrlich 
vorkommenden Form wenig oder vSIIig ungeeignet. Sie mussen chemisch so 
modifiziert werden, 6afi sie den speziellen Anforderungen gerecht werden. Damit 
Oligonucleotide in biologischen Systemen, beispielsweise zur Inhibition der 
Virus-Vermehrung eingesetzt werden konnen, mussen sie folgende 
Voraussetzungen erfullen: 

1. Sie mussen unter in vivo Bedingungen, also sowohl im Serum als auch 
intrazellular, eine ausreichend gro£e Stabilit&t aufweisen. 

2. Sie mussen so beschaffen sein, das sie die Zell- und Nucleus-Membran 
passieren konnen. 

3. Sie mussen unter physiologischen Bedingungen in Basen-spezifischer Weise an 
ihre Target-Nucleinsaure binden, urn den inhibitorischen Effekt zu entfalten. 

Wenn die Interhucleotid-Phosphatreste permanent verSndert werden, ver&ndern 
sich die Eigenschaften der Oligonucleotide oft drastisch. Beispielsweise wirken 
Phosphorothioat-Oligonucleotide oft sequenzunspezifisch. 

Weitere Aufgabe der Erfindung ist daher, Oligonucleotidanaloge mit spezifischer 
Wirksamkeit und erhdhter Serumstabilitat bereitzustellen, die sich in biologischen 
Systemen (Serum, Organ, Zelle) wieder in ihre naturlichen Phosphodiester 
Oligonucleotide zuruckverwandeln. 

Es kfinnen ein oder mehrere Internucleotid-Phosphatreste in den Oligonucleotiden 
als Pro-Drug modifiziert werden. Es wurde gefunden, daB Oligonucleotide mit 3* 
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und/oder S'-terminaler Pro-Drug Modifikatlon bereits Im Serum stabiler sind als die 
naturlich vorkommenden Phosphodiester-Oligonucleotide. 

Die Erfindung ist nicht auf o- und B-D- bzw. L-Ribofuranoside, a- und B-D- bzw. L- 
Desoxyribofuranoside und entsprechende carbocyclische FQnfringanaloga 
beschrankt, sondern gilt auch fur Oligonucleotidanaloga, die aus anderen Zucker- 
Bausteinen aufgebaut sind, beispielsweise ringerweRerte und ringverengte Zucker, 
acyclische, ringverbruckte oder geeignete andersartige Zucker-Derfvate. Die 
Erfindung ist ferner nicht auf die in Formel I beispielhaft aufgefuhrten Derivate des 
Phosphat-Restes beschrankt, sondern bezieht sich auch auf die bekannten 
Dephospho-Derivate. 

Die Oligonucleotide konnen also in vielfaltiger Weise von der naturlichen Struktur 
abgewandelt sein. Solche Mod'rfikationen, die nach an sich bekannten Methoden 
eingefurt werden, sind beispielsweise: 

a) Mod'rfikationen der Phosphatbrucke 

Beispielhaft seien genannt: Phosphorothioate, Phosphorodithioate, 
Methylphosphonate, Phosphoramidate, Boranophosphate, Phosphatmethylester, 
Phosphatethylester, Phenylphosphonate. Bevorzugte Modifikationen der 
Phosphatbrucke sind Phosphorothioate, Phosphorodithioate und 
Methylphosphonate. 

b) Ersatz der Phosphatbrucke 

Beispielhaft seien genannt: Ersatz durch Formacetal, 3'-Thioformacetal, 
Methylhydroxylamin, Oxim, Methylendimethylhydrazo, Dimethylensulfon, 
Silylgruppen. Bevorzugte ist der Ersatz durch Formacetale und 3'-Thioformacetale. 

c) Modifikationen des Zuckers 

Beispielhaft seien genannt: o-anomere Zucker, 2'-0-Methylribose, 2'-0-Butylribose, 
2'-0-Allylribose, 2'-Fluoro-2'-desoxyribose, 2'-Amino-2'-desoxyribose, a- 
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Arablnofuranose, Carbocyclische Zuckeranaloge. Bevorzugte Modifikation ist die 
durch 2'-0-Methylribose und 2'-0-n-Butylribose. 

d) Modifikationen der Basen welche die Spezifitat der Watson-Crick Basenpaarung 
nicht verandern 

Beispielhaft seien genannt: 5-Propinyl-2'-desoxyuridIn, 5-Propinyl-2'-desoxycytidin. 
5-Hexinyl-2'-desoxyuridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin, 5-Fluoro-2'-desoxycytidin, 5- 
Fluor-2'-desoxyuridin, 5-Hydroxymethyl-2'-desoxyuridin, 5-Methyl-2'-desdxycytidin, 
5-Brom-2'-desoxycytidin. Bevorzugte Modifikationen sind 5-Propinyl-2'-desoxyuridin, 
5-Hexinyl-2'-desoxyuridin, 5-Hexinyl-2'-desoxycytidin und 5-Propinyl-2'- 
desoxycytidin. 

e) 3'-3'- und 5'-5'-lnversionen [z.B. M. Koga et al., J. Org. Chem. 56 (1991) 3757] 

f) 5'- und 3'-Phosphate, sowie 5'- und 3'-Thiophosphate. 

Beispielhaft fur Gruppen, die die intrazellulare Aufnahme begunstigen, sind 
verschiedene lipophile Reste wie -0-(CH 2 ) x -CH 3 , worin x eine ganze Zahl von 6 pis 
18 bedeutet, -0-(CH 2 ) n -CH=CH-(CH 2 ) m -CH 3 , worin n und m unabhangig 
voneinander eine ganze Zahl von 6 bis 12 bedeuten, -0-(CH 2 CH 2 0) 4 -(CH 2 ) 9 -CH 3l - 
0-(CH 2 CH 2 0) 8 . (CH 2 ) 13 -CH 3 und -0-(CH 2 CH 2 0) 7 -(CH 2 ) 15 -CH 3i aber auch Steroid- 
Reste wie Cholesteryl Oder Vrtamin-Reste wie Vitamin E, Vitamin A Oder Vitamin D 
und andere Konjugate, die naturliche Carriersysteme ausnutzen wie GallensSure, 
Folsaure, 2-(N-Alkyl, N-Alkoxy)-Aminoanthrachinon und Konjugate der Mannose 
und Peptide der entsprechenden Rezeptoren, die zur rezeptorvermittelten 
Endozytose der Oligonucleotide fuhren wie EGF (Epidermal Growth Factor), 
Bradykinin und PDGF (Platelet Derived Growth Factor). 

Der Aufbau des Oligonucleotids erfolgt nach den dem Fachmann bekannten 
Verfahren wie der Triester-Methode, der H-Phosphonat-Methode Oder 
Phosphoramidit-Methode, bevorzugt nach der Standard-Phosphoramidit Chemie 
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nach Caruthers (M. D. Matteucci and M. H. Caruthers, J. Am. Chem. Soc. 103, 
3185 (1981)). 

Es wurde ferner gefunden, daB Verbindungen der Formal I, in denen W gleich 
Formel II und R gleich Formel II' bedeuten, in Abhangigkeit von der Basenfolge des 
DNA-Teils die Expression spezifischer Gene, beispielsweise von Enzymen, 
Rezeptoren Oder Wachstumsfaktoren in Zellkuttur und in ausgewahlten Beisplelen 
im Tiermodell hemmen. 

Ganz generell erstreckt sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung von 
Verbindungen der Formel I als therapeutisch wirksame Bestandteile eines 
Arzneimittels. Als therapeutisch wirksame Oligonudeotid-Derivate versteht man im 
allgemeinen Antisense Oligonucleotide, Tripelhelix-bildende-Oligonucleotide, 
Aptamere Oder Ribozyme, insbesondere Antisense-Oligonucleotide. 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung konnen beispielsweise zur Behandlung 
von Erkrankungen, die durch Wen hervorgerufen werden, beispielsweise durch 
HIV, HSV-1, HSV-2, Influenza, VSV, Hepatitis B oder Papilloma Viren, verwendet 
werden. 

ErfindungsgemaBe Antisense Oligonudeotid-Derivate, die gegen solche Targets 
wirksam sind, haben beispielsweise folgende Basensequenz: 

a) gegen HIV, z. B. 

5'-A CACCCAATTCTGAAAATGG-3' Oder 
0) 

5'-A G G T C C C T G TT C G G G C G C C A-3' oder 
(II) 
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5'-G TCGACACCCAATTCTGAAAATGGATA A-3' Oder 
(III) 

5'-G CTATGTCGACACCCAATTCTGAA A-3' Oder 
(IV) 

5'-TCGTCG CTGTCTCCGCTTCTTCTTC CTG CCAoder 
(VI) 

b) gegen HSV-1, z.B. 

5'-GCGGGGCTCCATGGGGGTCG-3' 
(VII) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur 
Behandlung von Krebs. Beispielsweise konnen dabei Oligonucleotid-Sequenzen 
zum Einsatz kommen, die gegen Targets gerichtet sind, die fur Krebsentstehung 
bzw. Krebswachstum verantwortlich sind. Solche Targets sind beispielsweise: 

1) Nucleare Onkoproteine wie beispielsweise c-myc, N-myc, c-myb, c-fos, c- 
fos/jun, PCNA, p120 

2) Cytoplasmische/Membran-assoziierte Onkoproteine wie beispielsweise EJ-ras, c- 
Ha-ras, N-ras, rrg, bcl-2, cdc-2, c-raf-1, c-mos, c-src, oabl 

3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise EGF-Rezeptor, c-erbA, Retinoid- 
Rezeptoren, Protein-Kinase regulatorische Untereinheit, c-fms 



4) Cytokine, Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix wie beispielsweise CSF-1, IL- 
6, IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-4, bFGF, Myeloblastin, Fibronectln, 
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ErfindungsgemaBe Antisense-Oligonucleotide der Formel I, die gegen solche 
Targets wlrksam sind, haben beispielsweise fblgende Basen-Sequenz: 

a) gegen c-Ha-ras , z. B. 

5'-CAGCTGCAACCCAGC-3' 
(VIII) 

c) c-myc, 2.B. 

5'-GGCTGCTGGAGCGGGGCACA C-3' 
(IX) 

5'-A A C G TT G A G G G G C AT-3' 
(X) 

d) c-myb, z.B. 

5'-G TGCCGGGGTCTTCGGGC-3' 
(XI) 

e) c-fos, z.B. 

5'-G G A G A A C A T C A T G G T C G A A A G-3 ' 
(XII) 

5*-C CCGAGAACATCATGGTCGAA G-3' 
(XIII) 

5'-G GGGAAAGCCCGGCAAGGG G-3' 
(XIV) 
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5'-C ACCCGCCTTGGCCTCCCA C-3' 
(XV) 

g) EGF-Rezeptor, z.B. 

5'-G G G A C T C C G G C G C A G C G C -3' 
(XVI) 

5'-GGCAAACTTTCTTTTCCTCC-3' 
(XVII) 

h) p53 Tumorsuppressor, z.B. 

5'-GGGAAGGAGGAGGATGAG G-3' 
(XVIII) 

5'-G G C A G T C A T C C A G C T T C G G A G-3'r 
(XIX) 

Die Arzneimittel der vorliegenden Erfmdung eignen sich beispielsweise ferner zur 
Behandlung von Erkrankungen, die durch Integrine Oder Zell-Zell- 
Adhasionsrezeptoren beelnfluBt werdeh, beispielsweise durch VLA-4, VLA-2, ICAM, 
VCAM Oder ELAM. 

ErfindungsgemaBe Antisense-Oligonucleotid-Derivate, die gegen solche Targets 
wirksam sind, haben beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 



a) VLA-4, z.B. 
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5'-G C AGTA AG C ATC CATATC-3' Oder 
(XX) 

b) ICAM, z.B. 

5'-CCCCCACCACTTCCCCTCTC-3' 
(XXI) 

5'-C TCCCCCACCACTTCCCCTC-3' 
(XXII) 

5'-G CTGGGAGCCATAGCGAG G-3' 
(XXIII) 

C) ELAM-1, z. B. 

5'-A CTGCTGCCTCTTGTCTCAGG-3' 
(XXIV) 

5'-CAATCAATGACTTCAAGAGTT C-3' 
(XXV) 



Die Arzneimittel der vorliegenden Erfindung eignen sich beispielsweise auch zur 
Verhinderung der Restenose. Beispielsweise konnen dabei Oligonucleotid- 
Sequenzen zum Einsatz kommen, die gegen Targets gerlchtet sind, die fur 
Proliferation Oder Migration verantwortlich sind. Solche Targets sind beispielsweise: 

1) Nucleare Transaktivator-Proteine und Cycline wie beispielsweise c-myc, c-myb, 
c-fos, c-fos/jun, Cycline und cdc2-Wnase 

2) Mitogene Oder Wachstumsfaktoren wie beispielsweise PDGF, bFGF, EGF, HB- 
EGF und TGF-B. 
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3) Zellulare Rezeptoren wie beispielsweise bFGF-Rezeptor, EGF-Rezeptor und 
PDGF-Rezeptor. 

ErfindungsgemaBe Antisense-Oligonucleotide der Formel I, die gegen solche 
Targets wirksam sind, haben beispielsweise folgende Basen-Sequenz: 

a) c-myb 

5'-G TGTCGGGGTCTCCGGG C-3* 
(XXVI) 

b) c-myc 

5'-C ACGTTGAGGGGCA T-3' 

(XXVII) 

c) cdc2-Kinase 

5'-GTCTTCCATAGTTACTC A-3* 

(XXVIII) 

d) PCNA (proliferating cell nuclear antigen of rat) 
5*-G ATCAGGCGTGCCTCAAA-3' 
(XXIX) 

Geeignete Verabreichungsformen fur Verbindungen der Formel I, in denen W und R 
zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein Oligonudeotid bilden sind 
topische Applikationen, lokale Applikationen wie beispielsweise mit Hilfe eines 
Katheters Oder aber auch Injektionen. Zur Injektion werden die Antisense- 
Oligonucleotid-Derivate in einer flussigen L6sung, vorzugsweise in einem 
physiologisch annehmbaren Puffer, wie z.B. Hank's Ldsung Oder Ringer's LBsung, 
formuliert. Die Antisense-Oligonucleotide konnen aber auch in fester Form formuliert 
werden und vor dem Gebrauch gelost oder suspendiert werden. Die fur die 
systemische Verabreichung bevorzugten Dosierungen betragen ca. 0,01 mg/kg bis 
ca. 50 mg/kg Kdrpergewicht und Tag. 
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Die Arznelmittel konnen z.B. auch in Form von pharmazeutischen Praparaten, die 
man oral, z.B. In Form von Tabletten, Dragees, Hart- Oder Weichgelatinekapseln, 
L5sungen, Emulsionen Oder Suspensionen verabreichen kann, verwendet werden. 
Der EinschluB der Arzneimittel in Uposomen, die gegebenenfalls weltere 
Komponenten wie Proteine enthalten, 1st eine ebenfalls geeignete Applikationsform. 
Sie k6nnen auch rektal z.B. in Form von Suppositorien Oder parenteral z.B. in Form 
von Injektionslosungen verabreicht werden. Fur die Herstellung von 
pharmazeutischen Praparaten kSnnen diese Verbindungen in therapeutisch inerten 
organischen und anorganischen Tragem verarbeltet werden. Beispiele von solchen 
Tragern fur Tabletten, Dragees und Hartgelatinekapseln sind Laktose, Maisstarke 
Oder Derivate davon, Talg und Stearinsaure oder Salze davon. Geeignete Trager fOr 
die Herstellung von Losungen sind Wasser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und 
Glucose. Geeignete Trager fur Injektionslosungen sind Wasser, Alkohole, Polyole, 
Glycerol und pflanzliche die. Geeignete Trager fur Suppositorien sind pflanzliche 
und gehartete Ole, Wachse, Fette und halbflOssige Polyole. Die pharmazeutischen 
Praparate konnen auch Konservierungsmittel, Losemittel, Stabillslerungsmittel, 
Netzmittel, Emulgatoren, SuBstoffe, Farbstoffe, Geschmacksmittel, Salze zur 
Veranderung des osmotischen Drucks, Puffer, Oberzugsmittel, Antioxidantien, 
sowie ggf. andere therapeutische Wirkstoffe enthalten. 

In-vitro anti HIV Tests der Dinucleosid-o-Hydroxymethylarylphosphonate 1-3 

Mit den Dinucleosid-a-Hydroxymethylarylphosphonaten 1-3 wurden in-vftro HIV- 
Tests durchgefOhrt. Als Testsystem wurden humane T-Lymphozyten (CEM/O) 
verwendet. AuBerdem wurden die Verbindungen in einem Thymidin-Kinase 
defizienten T-Lymphozyten Stamm (CEM/TK") getestet. Die CEM/O-Zellen wurden 
sowohl mit HIV-1 aid auch mit HIV-2 infiziert. Vor den Tests wurde sichergestellt, 
daB die zu testenden Verbindungen frei von freiem Nucleosid waren (max. 0,5 % 
HPLC). Die Ergebnisse der Testassays sind in Tabelle 1 aufgelistet. 
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, zelgen alle Verbindungen hohe Aktivitat sowohl gegen 
die HIV-1- als auch die HIV-2-Replikation. 

Im Gegensatz zu den bereits in der Uteratur bescheiebenen Prodaigformen wiesen 
die erfmdungsgemaBen Verbindungen der Formel I keine cytotoxische Wirkung auf . 
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Die erfindungsgemSBen Verbindungen weisen hflhere Vertellungskoeffizlenten in 
einem Octanol/Wasser-Gemisch auf, als die ihnen zu Grunde liegenden Nucleosid- 
Analoga. Sie slnd daher besser passiv uber Biomembranen transportierbar. 

Durch die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele und durch den Inhalt der 
PatentansprQche soli die Erfindung n&her erlautert werden. 

Beispiele 

1. Darstellung von Hydroxy-(4-MethyIphenyI)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2\3'- 
dideoxythymidin)-ester: 

904 mg (4.0 mmol) 2 , ,3'-Dideoxythymidin wurden im Hochvakuum getrocknet und 
anschlieBend in 60 ml trockenem Acetonitril gelfist. Diese Ldsung wurden mit 774 
mg (6,0 mmol; 1.07 ml) Diisopropylethylamin versetzt und auf 0'C im Eisbad 
gekuhlt. AnschlieBend gab man portionsweise innerhalb von 15 Minuten 404 mg 
(2.0 mmol) Diisopropyiamin-dichiorphosphin zu. Nach beendeter Zugabe lieB man 
unter Erwarmung auf Raumtemperatur 15 Minuten nachruhren. Bei 
Raumtemperatur erfplgte die Zugabe von 254 mg (4.0 mmol) Tetrazol und 80 ml 
Wasser. Nach 30 minutigem Ruhren wurde das Losungsmrttel an der 
Hochvakuumanlage abkondensiert. Der Ruckstand wurde am Chromatotron uber 
Kieseigel mit Hilfe eines Gradienten aus Essigester / Methanol (0% bis 30% 
Methanol) aufgereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff isoliert (797 mg 
[1.6 mmol]; 80% Ausbeute), 797 mg (1.6 mmol) 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester 
wurden in 40 ml trockenem Tetrahydrofuran geldst und mit 518 mg (4.8 mmol) 4- 
Methylbenzaldehyd versetzt. Unter Ruhren wurde zu diese Losung 20 ml trockenes, 
zuvor destilliertes Triethylamin gegeben. Nach 4 Stunden bei Raumtemperatur war 
das Edukt abreagiert. Die abschlieBende Kontrolle erfolgte mit Hilfe der reversed- 
phase HPLC-Chromatographie. Der Reaktionsansatz wurde durch Zugabe von 20 
ml Essigsaure neutralisiert und am Rotationsverdampfer bis zur Trockene 
eingeengt. Der Ruckstand wurde am Chromatotron mit Hilfe eines Gradienten von 
Methylenchlorid / Methanol (0% bis 15% Methanol) aufgereinigt. Das Produkt 
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wurde nach Lyophilisieren als farbloser Feststoff isoliert (921 mg [1.52 mmol]; 95% 
Ausbeute). Zur Reinigung der Verbindung fQr die in-vrtro anti-HIV Tests wurde 
zus&tzlich eine semipr&parative HPLC-Reinigung mit einem isokratischem 
Elutentengemisch (30% Methanol in Aceton'rtril) durchgefuhrt. 

2. Darstellung von Hydroxy-(4-Dimethylaminopheny0-methylphosphonsaure-bis-(5'- 
0-2',3 # -dideoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-MethyIbenzaldehyd wurde hier 4- 
Dimethylaminobenzaldehyd eingesetzt. (Ausbeute 90%). 

3. Darstellung von Hydroxy-(4-Methoxypheny0-methylphosphonsaure-bis-(5'-O- 
2',3'-dideoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-MethyIbenzaldehyd wurde hier 4- 
Methoxybenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 87%). 

4. Darstellung von Hydroxy-(phenyl)-methyIphosphons5ure-bis-(5'-0-2' f 3 # -di- 
deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-MethyIbenzaldehyd wurde hier Benzaidehyd 
eingesetzt (Ausbeute 93%). 

5. Darstellung von Hydroxy-(4-chIorphenyl)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2',3'- 
di-deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-MethyIbenzaldehyd wurde hier 4- 
Chlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 90%). 

6. Darstellung von Hydroxy-(4-Cyanphenyl)-methylphosphonsaure-bIs-(5 # 0-2' t 3'-di- 
deoxythymidin)-ester: 
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Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 4- 
Cyanbenzaidehyd eingesetzt (Ausbeute 86%). 

7. Darstellung von Hydroxy-(4-NltrophenyO-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2\3'KJi- 
deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 4- 
Nitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 85%). 

8. Darstellung von Hydroxy^Z-NitrophenylJ-methylphosphonsSure-bis-tS'-^'.S'-di • 
deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-MethyIbenzaidehyd wurde hier 2- 
Nitrobenzaidehyd eingesetzt (Ausbeute 87%). 

9. Darstellung von Hydroxy-(2.4-Dinitrophenyl)-methyIphosphons§ure-bis-(5'-0- 
2' l 3'-dideoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1, Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 2.4- 
Dinitroenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 85%). 

10. Darstellung von Hydroxy-(9-fluorenyl)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2 # ( 3'-di- 
deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 9-Fluorenon 
eingesetzt (Ausbeute 91%). 
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11. Darstellung von Hydroxy-(4-pyridyl)-methylphosphons§ure-bis-(5'-0-2',3'-di- 
deoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 4- 
Pyridylaldehyd eingesetzt (Ausbeute 82%). 

12. Darstellung von Hydroxy-(2.6-Dichlorphenyl)-methylphosphons§ure-bis-(5'-0- 
2',3'-dideoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 4-Methylbenzaldehyd wurde hier 2.4- 
Dlchlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 96%). 



13. Darstellung von Hydroxy-(4-methoxyphenyl)-methylphosphons§ure-bis-(5'-0- 
2\3'-dideoxy-2\3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaidehyd wurde 4- 
Methoxybenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 80 %). 

14. Darstellung von Hydroxy-(4-methylphenyI)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-2\3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester eingesetzt (Ausbeute 83 %). 

15. Darstellung von Hydroxy«(phenyl)-methyiphosphons§ure-bis-(5'-0-2',3'-dideoxy- 
2',3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde Ner 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde Benzaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 87 %). 
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16. Darstellung von Hydroxy-(4-chlorphenyl)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2'^'-dl 
deoxy-2',3'-didehydrothymldin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdlester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Chlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 86 %). 

17. Darstellung von Hydroxy-(4-cyanpheny0-methylphosphonsaure-bis-(5'-O-2'^'- 
dideoxy-2',3'-didehydrothymidin)-esten 

Analoge Vorschrift wle unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Cyanbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 86 %). 

18. Darstellung von Hydroxy-(4-nitrophenyl)-methylphosphonsaure-bis-p'-0-2',3'- 
dideoxy-2\3'-didehydrothymldin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4-Nitrobenzaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 81 %). 

19. Darstellung von Hydroxy-(2-nitrophenyl)-methylphosphonsaure-bis-p'-0-2',3'- 
dideoxy-2',3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddTrH-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2-Nitrobenzaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 86 %)• 

20. Darstellung von Hydroxy-(2.4-Dinitrophenyl)-methylphosphonsSure-bis-(5'-0- 
2',3'-dideoxy-2',3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
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d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-MethyIbenzaldehyd wurde 2.4- 
Dinitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 80 %). 

21. Darstellung von Hyd^o)cy-(4-py^idyl)-methylphosphonsSure-b!S•(5'•0-2^3 , - 
dideoxy-2\3'-didehydrothymid!n)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methy!benzaIdehyd wurde 4-Pyridylaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 80 %). 

22. Darstellung von Hydroxy-(2.6-DichIorphenyl)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0- 
2\3'-dideoxy-2\3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3VddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2.6- 
Dichlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 87 %). 

23. Darstellung von HydroxyheptyI-methyi-phosphons§ure-bis-(5'-0-2' f 3'-dideoxy- 
2\3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-dcTT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde Octanal eingesetzt 
(Ausbeute 75 %). 

24. Darstellung von Hydroxy-(4-nitrophenyl)-methyIphosphonsaure-bis-(5'-0-2' l 3'- 
dideoxy-3'-azidothyrxiidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4-Nitrobenzaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 96 %). 
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25. Darstellung von Hydroxy-(2-nitrophenyl)-methylphosphonsaw 
dideoxy-3'-azidothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-MethyIbenzaIdehyd wurde 2-Nitrobenzaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 92 %). 

26. Darstellung von Hydroxy-(2.6-di-nitrophenyl)-methylphosphonsSure-bis-p'-0- 
2',3 '-dideoxy-3'-azidothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-dcfT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2.6- 
Dinitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 88 %). 



27. Darstellung von Hydroxy-(2.4-di-n'rtrophenyI)-methylphosphonsSure-bis-(5'-0- 
2' ,3 '-dideoxy-3'-azidothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2' l 3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2.4- 
Dinitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 90 %). 

28. Darstellung von Hydroxy-(4-pyridyO-methyIphosphonsSure-bis-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-3'-azidothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4-PyridyIaldehyd 
eingesetzt (Ausbeute 96 %). 

29. Darstellung von Hydroxyheptyl-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-2' t 3'-dideoxy-3'- 
azidothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde Octanal eingesetzt 
(Ausbeute 96 %). 
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30. Darstellung von Hydroxy-(2.6-din*rtrophenyl)-methylphosphonsaure-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-3'-azldothymidin)-(5'^-2',3'-dideoxythymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hler 
ddT/AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2.6- 
NHrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 88 %). 

31. Darstellung von Hydroxy-(4-n'rtrophenyl)-methylphosphonsaure-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-3'-azidothymidin)-(5'-0-2\3'-dideo^^^ 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hler 
d4T/AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Nitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 98 %). 

32. Darstellung von Hydroxy-(2.6-dinltrophenyI)-methylphosphonsSure-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-3'-azidothymidin)-(5'-0-2',3'-dideoxy.2',3'-didehydrothymldln)-ester: 
Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T/AZT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2.6- 
Dinitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 87 %). 

40. Darstellung von Hydroxy-(2-njtrophenyr)-methylphosphonsaure-(5'-0-2',3'- 
dideoxy-thymidin)-(5'-0-2',3'-dideoxy-2',3'-didehydrothymldin)-ester: 
Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
d4T/ddT-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2- 
Nitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 91 %). 

41. Darstellung von Hydroxy-(2-nitrophenyl)-methylphosphons5ure-(5'-0-thymidin)- 
(5'-0-2' ,3'-dideoxy-2' ,3'-didehydrothymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 
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d4T/T-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 2- 
Nitrobenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 85 %). 

42. Darstellung von Hydroxy-(4-chlorpheny0-methylphosphonsaure-bis-(5'-O-3'-O- 
levulinylthymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 3'- 
Levuliny!thymldin-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Chlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 93 %). 

43. Darstellung von Hydroxy-(4-chlorphenyl)-methylphosphonsaure-bls-(5'-W-0- 
t-butyldimethylsilylthymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 3'- 
Levulinylthymidin-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Chlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 85 %). 

44. Darstellung von Hydroxy-(4-chlorphenyl)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-3'- 
0-acetylthymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 3'- 
Acetylthymidin-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Chlorbenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 75 %). 

45. Darstellung von Hydroxy-(4-methoxyphenyI)-methylphosphonsaure-bis-(5'-0-3' 
0-acetylthymidin)-ester: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-ddT-H-Phosphonatdiester wurde hier 3'- 
Acetylthymidin-H-Phosphonatdiester und statt 4-Methylbenzaldehyd wurde 4- 
Methoxybenzaldehyd eingesetzt (Ausbeute 70 %). 
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46. Darstellung von Hydroxy-(4-chlorphenyl)-methylphosphonsSure-bis-(5'-0- 
thymidin)-ester: Die Darstellung erfolgte aus dem unter 5a) beschriebenen 3'-0- 
Levulinyl-geschutzten Derivat nach Standard-Bedingungen mlt Hilfe von 5 
Aquivalenten Hydrazln Hydrat in Pyridin/Essissaure 4:1 Innerhalb von 15 Mlnuten 
bei Raumtemperatur. 

47. Darstellung von Di-(5'-0-2',3'-dIdeoxy-2',3'-didehydrothymidin)-phosphit: 
Analoge Vorschrlft wie unter 1. Statt 2',3'-DIdeoxythymidln wurde 2',3'-Dideoxy- 
2',3'-didehydrothymidin eingesetzt (Ausbeute 75 %). 

48. Darstellung von Di-(5'-0-2',3'-dideoxy-3'-azidothymldin)-phosphit: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-Dideoxythymidin wurde 2',3'-Dideoxy-3'- 
azidothymidin eingesetzt (Ausbeute 85 %). 

49. Darstellung von Di-(5'-0-3'-levuiinyfthymIdin)-phosphit: 
Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-Dideoxythymidin wurde 3'- 
Levulinylthymidin eingesetzt (Ausbeute 65 %). 

50. Darstellung von Di-(5'-0-3'-t-butyldimethylsIlylthymidin)-phosphit: 
Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2',3'-Dideoxythymidin wurde 3'-t- 
Butyldimethylsllylthymidin eingesetzt (Ausbeute 65 %). 

51. Darstellung von Di-(5'-0-3'-acety!thymidin)-phosphit: 

Analoge Vorschrift wie unter 1. Statt 2\3'-Dideoxythymidin wurde 3'-Acetylthymidin 
eingesetzt (Ausbeute 86 %). 
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Die Reaktionen mit den stark Akzeptor-substltulerten Benzaldehyden (4-Nitro-, 2- 
Nitro-, 2.6-Dinitro- und 2.4-Dinltrobenzaldehyd) lieBen sich auch mit dem chiralen 
Chinin als Base durchfOhren. Die Reaktionen mit den Donor-substltulerten 
Benzaldehyden (4-Dimethylamino-, 4-Methoxy-, 4-Methyl- und Benzaldehyd) wurden 
alternativ zu den oben beschriebenen Versuchen auch in reinem Triethylamin unter 
Erhitzen durchgefOhrt. 

52. Darstellung von S'-O-tA^'-DlmethoxytrityiJ-thymidylyl-P'S'J-thymldln-a'-C^O-tr 
iethylsiloxy)-2-nitrobenzy0-phosphonat (TES-geschutztes Hydroxy-3'-OH- 
phosphonat-Dimer D): 

a) Darstellung von 5 , -0-(4,4'-Dimethoxytrityl)-thymidyIyl-(3 , 5 , )-3 , -0-levulinyl- 
thymidin-3*-H-phosphonat : 

(H-Phosphonat-Dimer A) 
1,9 g (2,7 mmol ; 1,1 eq.) 5 , -0-(4,4 , -DimethoxvtrftyI)-thymidylyl-3 , -H-phosphonat 
wurden im Hochvakuum getrocknet und in 30 ml trockenem Pyridin geldst Zu 
dieser Losung wurden 828 mg (2,4 mmol ; 1,0 eq.) vorgetrocknetes 3*-0-Levuinyl- 
thymidin gegeben. AnschlieBend wurden 899 ml frisch destilliertes Pivaloylchlorid 
zugetropft und bel Raumtemperatur weitergerOhrt. Nach 8 min. wurde mit 150 ml 
Methylenchlorid verdOnnt und im Scheidetrichter mit 150 ml 5%-iger 
Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert. Nach weiterem zweimaligem 
Extrahieren mit je 150 ml Methylenchlorid wurde Dber Natrlumsulfat getrocknet, vom 
Trockenmittel abfiltriert und am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt 
Das Rohprodukt wurde mittels Rashchromatographie gereinigt. Der Gradient des 
Laufmittels Esslgester / Methanol (+ Zusatz von 0,1 % EssIgsSure) wurde von 0 % 
auf 5 % Methanol erh&ht 

Das Produkt wurde als gelber Feststoff isoliert (1,972 g ; 2,12 mmol ; 78 %)• 
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b) Darstellung von S'-O-tA^'-DimethoxytritylJ-thymidylyl-tS'S'J-S'-O-levulinyl- 
thymidin-3'-((-hydroxy)-2-nitrobenzyI)-phosphonat : 

(a-Hydroxyphosphonat-Dimer 6) 
1.5 g (1,6 mmol ; 1 eq.) des H-Phosphonat-Dimers A wurden vorgetrocknet in 20 
ml trockenem Methylenchlorid geldsL Diese Losung wurde mit 725 mg (4,8 mmol ; 
3 eq.) vorgetrocknetem 2-Nitrobenzaldehyd und anschlieBend mit 40 ml 
Triethylamin versetzt. Nach achtstOndigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde mit 
Essigsaure neutralisiert und die Ldsung direkt mittels Hashchromatographie 
gereinigt. Der Gradient des Laufmittels Methylenchlorid / Methanol (+ Zusatz von 
0,1 % Essigsaure) wurde von 0 % auf 5 % Methanol erh&ht. 
Das Produkt ist ein farbloser Feststoff (1,374 g ; 1,27 mmol ; 79 %). 

c) Darstellung von 5'-0-(4,4 , -Dimethoxytrityl)-thymidylyl-(3 , 5 , )-3'-0-levulihyl- 
thymidin-3'-((-0-triethylsiloxy)-2- nitrobenzyI)-phosphonat : 

(TES-geschGtztes Hydroxyphosphonat-Dimer C) 
1,1 g (1,01 mmol ; 1 eq.) -Hydroxyphosphonat-Dimer B wurden vorgetrocknet in 20 
ml trockenem Pyridin gelost. Zu dieser Losung wurden 914 mg (6,07 mmol ; 1,02 
ml ; 6 eq.) Triethylsilylchlorid getropft und bei Raumtemperatur geruhrt. Nach 
siebenstundigem Ruhren wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockene 
eingeengt. 

Das Rohprodukt wurde mittels Fiashchromatographie gereinigt. Der Gradient des 
Laufmittels Essigester / Methanol wurde von 0 % auf 4 % Methanol erhoht. 
Das Produkt ist ein hellgelber Feststoff (1,13 g ; 0,95 mmol ; 93 %). 

d) Darstellung von 5 , -0-(4,4 , -Dimethoxytrityl)-thymidylyl-(3 , 5 , )-thymidin-3'-((- O- 
triethy!siloxy)-2-n*rtrobenzyl)-phosphonat (D): 

1,1 g (0,92 mmol) TES-geschOtztes Hydroxyphosphonat-Dimer C wurden in 10 ml 
Pyridin gelost und mit 10 ml einer Losung aus 3 ml Hydrazinhydrat (24 % in 
Wasser), 6,92 ml Pyridin und 4,61 ml Essigsaure versetzt. Nach dreiminOtigem 
Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Losung auf 0* C gekuhlt und mit 100 ml 
Wasser und 100 ml Essigester verdunnt. Nach dem Trennen der Phasen im 
Scheidetrichter wurde die organische Phase einmal mit 25 ml einer 5%-igen 
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Natriumhydrogencarbonat-LOsung gewaschen und anschlieBend Qber Natriumsulfat 
getrocknet. Nach dem Abtrennen vom Trockenmittel wurde am 
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt wurde mittels 
Fiashchromatographie gereinigt. Der Gradient des Laufmittels Methylenchlorid / 
Methanol wurde von 0 % auf 7 % Methanol erhSht. 

Das Produkt wurde als hellgelber Feststoff isoliert (858 mg ; 0,78 mmol ; 85 %). 

53. Darstellung von S'-O-tA^'-DimethoxytrityO-thymidylyl-p'S'J-mymidin^^t^ 
anoethyl-diisopropylaminophosphoramidit)-((-0-triethylsiloxy)-2-n itrobenzyl)- 
phosphonat 

(TES-geschutztes Hydroxy-3'-phosphoramidit-phosphonat-Dimer E) 
230 mg (0,21 mmol ; 1 eq.) TES-geschutztes Hydroxy-3'-OH-phosphonat-Dimer D 
wurden vorgetrocknet in 15 ml trockenem Methylenchlorid gel6st, unter RQhren mit 
177 ml (1,05 mmol ; 135 mg ; 5 eq) Diisopropylethylamin und anschlieBend mit 70 
ml (0,31 mmol ; 74,2 mg ; 1,5 eq) B-Cyanoethyl-diisopropylchlorophosphin versetzt. 
Es wurde 5 Stunden be! Raumtemperatur geruhrt, 20 ml Essigester zugefugt und 
am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. AnschlieBend wurde zweimal 
mit je 20 ml 2%iger Natriumhydrogencarbonat-Losung gefolgt von gesSttigter 
Kochsalz-Losung extrahiert. Die organische Phase trocknete man uber 
Natriumsulfat. Nach Filtration wurde der Ruckstand am Rotationsverdampfer bis zur 
Trockene eingeengt 

Das Rohprodukt wurde mittels Fiashchromatographie gereinigt. Als Laufmittel 
wurde Methylenchlorid / Acetonitril 1:1 (+ Zusatz von 1% Triethylamin) verwendet 
Das Produkt ist ein hellgelber Feststoff (123 mg ; 0,095 mmol ; 45%). 
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54. Darstellung von S'-O-^^-Dimethoxytr^ 
succinyl-((-0-triethyIsiloxy)-2-nitrobenzyl)-pho sphonat 

(TES-geschutztes Hydroxy-S'-succinylphosphonat-Dimer F) 
200 mg (0,18 mmol; 1,4 eq) TES-geschutztes Hydroxy-3'-OH-Phosphonat-Dimer D 
wurden vorgetrocknet in 2 ml trockenem Pyridin gelost. AnschlieBend wurden 
nacheinander 24,4 mg (0,2 mmol) 4-Dimethylaminopyridin und 20,0 mg (0,2 mmol) 
Bernsteinsaureanhydrid zugegeben und unter ROhren be! Raumtemperatur 4 
Stunden reagieren lassen. Es wurden 45 ml Wasser zugegeben und nach 10 
minutigem Nachruhren zur Trockene am Rbtationsverdampfer eingeengt Der 
Ruckstand wurde in 15 ml Methylenchlorid aufgenommen und einmal mit 8 ml 
kalter 10%iger Zitronensaure und zweimal mit je 8 ml kattem Wasser extrahiert 
AnschieBend wurde die organische Phase uber Natriumsulfat getrocknet, Nach 
Filtration wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt Das 
Rohprodukt wurde in 3 ml Methylenchlorid aufgenommen und in 25 ml eiskaltem n- 
Hexan eingetropft. Das Produkt fiei als farbloser Niederschlag aus. Zur 
VervoIIstandigung der FSIIung wurde die Mutterlauge bei -20 *C einige Stunden 
gelagert, anschlieBend abfiltriert und getrocknet. Das Produkt ist ein farbloser 
Feststoff (167 mg ; 0,14 mmol ; 78 %). 

55. Darstellung von 5 , -O-(4,4 , -Dimethoxytrity0-thymidylyI-(3 , -^ , )-thymidin.3 , -O- 
succinyl-CPG-((a-0-triethylsiloxy)-2-nitrobenzyl)-phosphonat 

(CPG-gebundenes TES-geschutztes Hydroxy-3'-succinyiphosphonat- 
Dimer G) 

In einem Pierce-FI§schchen wurden 50 mg (0,042 mmol ; 1,5 eq.) TES-geschOtztes 
Hydroxy-3'-succinylphosphonat-Dimer F in 1,5 ml trockenem Dimethylformamid 
gelflst und mit 13,41 mg (0,042 mmol ; 1,5 eq.) 0-Benzotriazol-1-yl-N l N,N , l N , f - 
tetramethyluronium-tetrafluorobora t (TBTU) und 4,2 mi (0,033 mmol ; 3,84 mg ; 1,2 
eq.) N-Ethylmorpholin versetzt. AnschlieBend wurden 370 mg CPG-Trager 
zugegeben und weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Es wurde in 
eine Fritte uberfuhrt, mit Methanol und Methylenchlorid gewaschen, wieder in das 
Pierce-FIaschchen uberfuhrt und mit 1,5 ml Capping-Reagenz versetzt. Es wurde 
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eine weltere Stunde geschOttelt, erneut in eine Fritte QberfOhrt, abfittriert, mit 
Methanol, Methylenchlorid, Tetrahydrofuran und Diethylether gewaschen und bei 
40* C im dlpumpenvakuum getrocknet. 
Beladung des Tragers : 47,12 mmol/g 

56. Herstellung eines Oligonucleotids der Formel 
1 1 Ml 1 1 1 l (pp)T 

(pp bedeutet ein^-Hydroxy(o-nrtrophenyl)methylphosphonat-Brucke) 
Der CPG-Trager aus Beispiel 55, der 1 //mol des Dinucleotids Ober das 3'-Ende 
gebunden enthSlt, wird nacheinander mit folgenden Reagenzien behandelt: 

1. Acetonitril abs. 

2. 2 % DichloressigsSure in Dichlormethan 

3. Acetonitril abs. 

4. 10//mol 5 ? -0-Dimethoxytritylthymldin^ 
cyanoethylester- 

diisopropylamidit und 40 //mol Tetrazol in Acetonitril abs. 

5. Acetonitril 

6. 20 % Acetanhydrid in THF mit 40% Lutidin und 10 % Dimethylaminopyridin 

7. Acetonitril 

8. Jod (1.3 gr in THF/Wasser/Pyridin; 70:20:5 =v:v:v) 

Die Schritte 1 bis 8 , nachfolgend ein Reaktionszyklus genannt, werden zum Aufbau 
des Decathymidylat-Derivats 7-mal wiederholt Nach abgeschlossener Synthese 
erfolgt die Abspaltung der Dimethoxytritylgruppe wie in den Schritten 1 bis 3 
beschrieben. Durch Behandlung mit Ammoniak wird das Oligonucleotid vom TrSger 
gespalten und zugleich werden die B-Cyanoethyl-Gruppen efiminiert. Die 
Abspaltung der Silylschutzgruppe erfolgt durch Behandlung mh 80 %-iger 
Esisigsaure. Das erhaltene Rohprodukt an DecathymidylatDerivat, das am 3 f -Ende 
eine (-Hydroxy-o-nitro-phenyl-methylphosphonat)-lntemucleotid-Bin dung enthatt, 



WO 95/013d3 



PCI7EP94/02121 



47 

wird durch Polyacryiamid-Gelelektrophorese Oder HPLC gereinigL 

57. Herstellung eines Oligonucleotids der Formel 
T(pp) l 1 1 1 II 1 II 

Kommerziell erhSttlicher CPG-Tr§gers , der 1 //Mol des S'-O-Dimerthoxytrityl- 
thymidins uber das 3'-Ende gebunden enth§tt, wird nacheinander mit folgenden 
Reagenzien behandeit: 

1. Acetonitril abs. 

2. 2 % Dichtoressigsaure in Dichlormethan 

3. Acetonitril abs. 

4. 10 //mol S'-O-Dimethoxytritylthymidin-S'-phosphorigsiure-B- 
cyanoethylester-diisopropylamidlt und 40 //mol Tetrazol in Acetonitril abs. 

5. Acetonitril 

6. 20 % Acetanhydrid in THF mit 40% Lutidin und 10 % Dimethylaminopyridin 

7. Acetonitril 

8. Jod (1.3 gr in THF/Wasser/Pyridin; 70:20:5 =v:v:v) 

Die Schritte 1 bis 8 , nachfolgend ein Reaktionszykius genannt, werden zum Aufbau 
des Decathymidylat-Derivats 7-ma! wiederholt. Im letzten Zykius wird ansteile des 
Monomers in Schritt 4 das entsprechende Dinucleotid, das wie in Beispiel 53 
hergestellt wurde, eingesetzt. Nach abgeschiossener Synthase erfolgt die 
Abspattung der Dimethoxytrityigruppe wie in den Schritten 1 bis 3 beschriebea 
Durch Behandlung mit Ammoniak wird das Oligonucleotid vom Tr&ger gespalten 
und zugleich werden die B-Cyanoethyl-Gruppen eliminiert. Die Abspattung der 
Silylschutzgruppe erfolgt durch Behandlung mit 80 %-iger Esisigs&ure. Das 
erhaltene Rohprodukt an DecathymidylatDerivat, das am 5*-Ende eine (-Hydroxy-o- 
nitrophenyl-methylphosphonat)-lnternucleotid-Bind ung enthatt, wird durch 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese Oder HPLC gereinigt. 
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5B. Herstellung eines Oligonucleotids der Formel 
T(pp)imiNI(pp)T 

(pp bedeutet jeweils elnectHydroxy(o-nitrophenyl)methy!phosphonat-BrOcke) 
Die Synthese erfolgt analog wie in Beispiel 56 beschrieben ausgehend vom T(pp)T- 
CPG-Trfigers aus Beispiel 55, der 1 //mol des Dinucleotids fiber das 3'-Ende 
gebunden enthalt. Im letzten Zyklus wird anstelle des Monomers in Schritt 4 das 
entsprechende Dinucleotid, das wie in Beispiel 53 hergesteilt wurde, eingesetzt 
Nach abgeschlossener Synthese erfolgt die Abspattung der Dimethoxytr'rtylgruppe 
wie in den Schritten 1 bis 3 beschrieben. Durch Behandlung mit Ammoniak wird 
das Oligonucleotid vom Trager gespalten und zuglelch werden die B-Cyanoethyl- 
Gruppen eliminiert. Die Abspaltung der Silylschutzgruppe erfolgt durch Behandlung 
mit 80 %-iger Esisigsaure. Das erhaltene Rohprodukt an DecathymidylatDerivat, das 
am 3'- und am 5'-Ende jeweils eine (-Hydroxy-o-nitrophenyl-methylphosphonat)- 
Internucleotid-Bind ung enthalt, wird durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese oder 
HPLC gereinigt. 

59. Herstellung von GCAGGAGGATGCTGAGGAGG(pp)C (HSV Target) 

Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 56 beschrieben, wobei man anstelle 
von T(pp)T-CPG von entsprechendem G(pp)C-CPG-Trager ausgeht. In den 
Kondensationsreaktionen werden im Schritt 4 jeweils die der Sequenz 
entsprechenden Monomerbaustein des Desoxyadenosins, Desoxyguanosins oder 
des Desoxycytidins eingesetzt. Man bevorzugt solche kommerziell erhaltliche 
Bausteine, die schnell abspaftbare Schutzgruppen besitzen ("Expedite Fast 
Deprotecting Amidhes; Fa. Millipore, Eschbom). 

60. Herstellung von G(pp)CAGGAGGATGCTGAGGAGG(pp)C 

Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 5 beschrieben, wobei man im letzten 
Kondensationsschritt anstelle des T(pp)T-Phosphoramidits das entsprechende 
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G(pp)C-Phosphoramidit einsetzt 

61. Herstellung von G(pp)CAGGAGGATG(pp)CTGAGGAGG(pp)C 

Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 5 beschrieben, wobei man im achten 
und im letzten Kondensationsschritt jeweils das entsprechende G(pp)C~ 
Phosphoramidit einsetzt. 

62. Herstellung von G(pp)CGGGGCTCCATGGGGGTC(pp)G 

Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 60 beschrieben, wobei man anstelle 
von G(pp)C-CPG von entsprechendem C(pp)G-CPG-Trager ausgeht 

63. Herstellung von C(pp)GAGAACATCATGGTC(pp)G (c-fos Target) 
Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 62 beschrieben, wobei man im letzten 
Zyklus das entsprechende C(pp)G-Phosphoramidit einsetzt. 

64. Charakterisierung der Oligonucleotide 

Die Charakterisierung erfolgt mlt Hilfe der HPLC, Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(PAGE) und Negativionen Elektrospray Massenspektrometrie (ES-MS"). Die 
Produkte werden wie oben beschrieben gereingt und zeigen danach bei der PAGE 
(20% Acrylamid, 2% Bisacrylamid und 7 M Harnstoff) eine einheltliche Bande. Die 
HPLC erfolgt auf Reversed Phase SSulen RP-18 der Fa. Merck oder auf einer PA- 
100-Saule der Fa Dionex. 

Fur die ES-MS" werden die Oligonucleotide durch Ammoniumacetat-FSIIung oder 
andere Umsalzung in die Ammonium-Salze ubergefuhrt. Die Probenaufgabe efolgt 
aus einer Losung in Acetonitril/Wasser (1:1) mit 5 OD 260 /mI Oligomer. Die 
Genauigkeit der Methode liegt bei ca. ±1.5 Dalton. 
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65. Bestimmung der Stabllitat und Zellaufnahme nach radioaktiver Marklerung 
Radioaktive Markierung: 

Eine allgemein anwendbare Markierung mlt besteht darin, daB man bei der 
Synthese des Oligonucleotlds m'mdestens eine Oxidation im DNA-Synthesezyklus 
(Schritt 20 in Beispiel 11) mit elemntarem ^Schwefel durchfQhrt. Oligonucleotide , 
die eine freie 5'-Hydroxygruppe haben, kdnnen mit Hilfe der Polynucleotid-Wnase 
nach an sich bekanneten Methoden mit ^P oder markiert werden. 
Oligonucleotide , die eine freie 3'-Hydroxygruppe tragen, konnen nach bekannter 
Art mit 3'-terminaler Transferase markiert werden. Ais Beispiel ist hier die 5'- 
Markierung des DNA-Teils wiedergegen: Das Oligonucleotid mit einer freien 5'- 
Hydroxygruppe (500 pmol) wird in 425 \t\ Wasser gelost, diese Losung auf 90 "C 
erhitzt und abgeschreckt. Dann gibt man 50 //1 10 x Kinase-Puffer und 50 ti\ P 
Gamma-ATP (6000 Ci/ mmol) bzw. 35S * Gamma-ATP zu und inkubiert 1 Stunde bei 
37 'C. Die Reaktion wird durch Zugabe von 0.5 M EDTA-L5sung gestoppt. Die 
Entsalzung erfolgt mit Hilfe einer NAP R -Saule der Firma Pharmacia. 

Untersuchung der Stabiltat des Oligomers im Medium mit Zellen: 

Der Oberstand 1 (10 (A) wird mit 5 iA 80 % Formamid (mit XC und BB) gemischt, 
auf 95" C erhitzt (5 Minuten) und auf ein Polyacrylamidgel (20 % Acrylamid, 7 M 
Harnstoff) geladen. Nach der Entwicklung des Gels im elektrischen Feld ordnet 
man die Banden auf dem Gel mittels Autoradiographie dem "Stabilen Oligomer" 
bzw. die Fehlbanden dem "abgebauten Oligomer" zu. Ergebnis nach 24 Stunden 
Inkubationszeit: Im Vergleich zu den unmodifizierten Oligonucleotiden besitzen die 
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Verblndugen der Formel I (W gleich Formel II, R gleich Forme! II') atle elne stark 
verlangerte Lebensdauer. 

Bestimmung der Zellaufnahme: 

Man inkubiert Vero-Zellen in 96-Napf Mikrotiterplatten in DMEM, 5 % FCS fur 24 
Stunden bei 37 *C. Nachdem das Medium entfernt wurde, wascht man die Zellen 
noch zweimai mit serumfreien DMEM. Das radioaktiy markierte Ofigomer (10 6 cpm) 
wird m'rt nichtmarklertem Oligomer auf eine Konzentration von 10 pM in Serum 
verdunnt und die Zelien bei 37 "C damit inkubiert Nach 1, 7 und 24 Stunden 
werden jeweils 150 //I entnommen (Bezelchnung: "Oberstand 1"). Die Zellen In den 
Napfen der Mikrotiterplatten werden 7-mal mit 300 p\ frischem Medium gewaschen 
und die vereinigten Waschmedien (Bezeichnung: "Oberstand 2") im 
Szintillationszahler gemessen. Danach gibt man 100 //I Trypsinlosung zu, wartet 30 
Sekunden und zieht den Oberstand ab. Zur Ablosung der Zellen von der Platte 
inkubiert man 3 Min. bei 37 *C. Die abgelSsten Zellen werden in 1.5 ml Eppendorf- 
GefaBe ubergefuhrt und bei 2000 rpm fur 6 Minuten zentrifugiert ("Oberstand 3"). 
Die Oberstande 1 (5//Q, 2 und 3 (0.5 ml) werden jeweils separat am 
Szintillationszahler gemessen. Daraus erechnet sich die Aufnahme des Oligomers in 
pmol per 100 000 Zellen, wobei Oberstand 3 die zellgebundene Oligomerfraktion 
und die Summe der Oberstande 1 und 2 die nicht zellgebundene Oligomerfraktion 
darstellen. 



66. Bestimmung der Zellaufnahme nach Fluoreszenz-Markierung: 
Man laftt die COS-Zellen bis zur Konfluenz in Dulbecco's MEM, das mit 10 % FCS 
supplementiert wurde, in 5 cm Petrischalen heranwachsen. Die Zellen werden 
zweimai mit serumfreien DMEM gewaschen. Mit Hilfe einer sterOen Nadel wird eine 
Flache von ca. 1 cm 2 in der Mitte der Petrischale eingekratzt In diese Flache wird 
die zu untersuchende DNA-Oligomerlosung (0.1 mM) aufgebracht. Es wird bei 
37" C unter C0 2 Atmosphare inkubiert. Nach 2, 4 und 16 Stunden werden die 
Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu werden die Zellen viermal 
mit serumfreien DMEM gewaschen, mit einem Glastrager abgedeckt und unter dem 
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Fluoreszenzmikroskop bzw. durch Phasenkontrast bewertet. 
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67. Bestlmmung der Schmelztemperaturen: 

Die Bestlmmung der Schmelztemperaturen erfolgen mit Hiffe eines HP B452A 
Diodenarray-Spektrophotometers, eines HP 89090A Pettier-Elements und der HP 
Temperature Control Software Rev. B5.1 (Fa. Hewlett Packard). Es wird in 
0.5 # C/min. Schritten in 10mM HEPES und 140 mM NaCl (pH 6.5) als Puffer 
gemessen. Die Oligomerkonzentration betr&gt 0.5 bis 1.5 OD 260 pro ml. 

68. Testung auf antivirale Aktivitat in Zellkultur: 

Die antivirale Aktivitat der Prufsubstanzen gegen verschiedene humanpathogene 
Herpesviren wird im Zellkufturtestsystem untersucht. Fur den Versuch werden 
Affennierenzellen (Vera, 2x10 5 /ml) in serumhaitigem Dulbecco's MEM (5 % Fdtales 
Kalberserum FCS) in 96-Napf-MikrotiterpIatten ausgesat und 24 h bei 37 X und 5 
% C0 2 inkubiert. Das serumhaltige Medium wird dann abgesaugt und die Zellen 
werden zweimal mit serumfreiem Dulbecco's MEM (-FCS) QberspOlt. Die 
Testsubstanzen werden in H 2 0 auf eine Konzentration von 600 //M vorverdOnnt 
und bei -18 *C aufbewahrt. Fur den Test erfolgen weitere Verdunnungsschritte In 
Dulbecco's Minimal Essential Medium (MEM). Je 100 //I der einzelnen 
Prufsubstanzverdunnungen werden zusammen mit 100 //I serumfreiem Dulbecco's 
MEM (-FCS) zu den gespulten Zellen gegeben. Nach 3 h Inkubation bei 37 *C und 
5% C0 2 werden die Zellen mit Herpes simplex Virus Typ 1 (ATCC VR733, HSV-1 F- 
strain) Oder mit Herpes simplex Virus Typ 2 (ATCC VR734, HSV-2 G-Strain) infiziert 
in Konzentrationen, bei denen der Zellrasen innerhalb von 3 Tagen vollkommen 
zerstort wird. Bei HSV-1 betragt die InfektionsstSrke 500 Plaque-bildende Einheiten 
(PFU) pro Napf, bei HSV-2 350 PFU/Napf. Die Versuchsansatze enthalten dann 
Prufsubstanz in Konzentrationen von 80 /sM bis 0,04 //M in MEM, erganzt durch 
100 U/ml Penicillin G und 100 mg/I Streptomycin. Alle Versuche werden als 
Doppelbestimmung durchgefuhrt mit Ausnahme der KontroIIen, die achtfach je 
Platte durchgefuhrt werden. Die Versuchsansatze werden 17 h bei 37* C und 5 % 
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C0 2 inkubiert Die Cytotoxizttat der Prufsubstanzen wird nach 20 h 
Gesamtinkubationszeit durch mikroskopische Begutachtung der Zellkulturen 
bestimmt. Als Dosls tolerata maxima (DTM) wird die hfichste Praparatkonzentration 
bezeichnet, die unter den genannten Versuchsbedingungen noch keine 
mikroskopisch erkennbaren Zellschadigungen hervorrufL Es erfolgt daraufhin die 
Zugabe von FCS auf eine Endkonzentration von 4 % mit weiterer Inkubation fur 55 
h bel 37 *C und 5% C0 2 . Die unbehandelten InfektionskontroIIen zeigen dann einen 
kompletten cytopathischen Effekt (CPE). Nach mlkroskopischer Begutachtung der 
Zellkulturen werden diese dann mit Neutralrot entsprechend dem 
Vitalfarbungsverfahren nach Finter (1966) angef§rbt Die antivirale Aktivitat einer 
Testsubstanz wird definiert als minimale Hemmkonzentration (MHK), die bendtigt 
wird, urn 30-60 % der Zellen vor dem virusbedingten cytopathogenen Effekt zu 
schutzen. Die MIC-Werte verschiedener Oligonucleotide liegen im Bereich von 0.1 
bis 80 //mol/I. 

69. Bestimmung der in vivo Aktivitat gegen Wen 

Fur die Testung der Verbindungen in vivo werden 5 Wochen alte NMRl-M§use mit 
einem Gewicht von etwa 16 bis 18 Gramm eingesetzt. Die Mause werden unter 
herkommlichen Bedingungen in Gruppen zu fQnf Tieren und mit Futter und Wasser 
ad libitum gehalten. Die infektion der Mause erfolgt intraperitonal mit ca. 10 bis 50 
LD50 Einheiten eines HSV-Stammes (HSV "corneae"). Die Dosierung der 
Verbindung erfolgt zweimal taglich i. p. mit 1, 10 oder 50 mg/kg. Die Kontrolltiere 
erhalten eine 1%-ige NatriumchloridlSsung. Die Uberlebensrate der Tiere wird uber 
eine Periode von zwei Wochen verfolgt. Bei Appiikation der Antisense 
Oligonucleotide gibt es 1 bis 5 Oberiebende, wahrend nach Placebo-Gabe alie Tiere 
sterben. 
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70. Bestimmung der in vivo Aktivitat: Inhibition der c-Fos Protein-Expression In der 
Ratte: 

Die Bestimmung erfolgt wie beschrieben (SandkOhier et a). (1991) in : Proceedings 
of the Vlth World Congress on Pain, Charlton and Woolf, Editors; Elsevier, 
Amsterdam; Se'rte 313-318) durch Superfusion des ROckenmarks. Nach 
Laminektomy einer Barbiturat-anSsthesierten Sprague-Dawley Ratte wird efn 
Zweikammer-BehSItnis aus Siiikon zur Aufnahme des Antisense Oligomers gebildet. 
Eine Kammer wird mit dem Antisense Oiigonucleotid-Derivat gefOllt, wahrend die 
andere Kammer mit dem Kontroll Oligomer gefultt wird (Konzentration je 75 iM). 
Jeweils nach einer Stunde wird das Superfusat ausgetauscht. Nach 6 Stunden 
Superfusion wird die c-fos Expression durch Hitzebehandlung (52 *C) der 
Hinterlaufe stimuliert. Die Inhibiton der c-fos Expression kann Immunohistochemisch 
an entsprechenden Gewebeschnittproben nachgewiesen werden. 

71. Darstellung von 5 , -0-(4,4*-Dimethoxytriphenylmethyl)-2 , -desoxythymidylyl- 
(S'-^-S'-O-levulinyl^'-desoxythymidin 3'-((o-0-tributylsiloxy)-2-nitrobenzyl)- 
Phosphonat: 

TBS(tributylsiloxy)-geschutztes Hydroxyphosphonat-Dimer H) 
1.77 9 (1,636 mmol ; 1 eq.) a-Hydroxyphosphonat-Dimer B wurden vorgetrocknet 
in 30 ml trockenem Pyridin gelost. Zu dieser Losung wurden 2,62 ml (9,816 mmol ; 
2,306 g ; 6 eq.) Chlortributylsilan getropft. Nach achtstOndigem Ruhren bei 
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von Methanol abgebrochen 
und am Rotationsverdampfer bis zur Trockene ejngeengt. 
Das Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie gereinigt. Der Gradient des 
Laufmittels Essigester / Methanol wurde von 0 % auf 2 % Methanol erhoht. 
Das Produkt ist ein hellgelber Feststoff (1,78 g ; 1,39 mmol ; 85 %). 

72. Darstellung von 5 , -0-(4,4'-DimethoxytriphenylmethyO-2 , -desoxythymidylyl- 
P'-*5 , )-2'-desoxythymidin 3'-((a-0-tributylsiloxy)-2-nitrobenzyI)-Phosphonat : 

(TBS-geschutztes Hydroxy-3'-OH-phosphonat-Dimer I) 
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1,2 g (0,94 mmol) TBS-geschutztes Hydroxyphosphonat-Dimer H wurden in 10 ml 
Pyridin geldst und mit 10 ml einer Losung aus 3 ml Hydrazinhydrat (24 % in 
Wasser), 6,92 ml Pyridin und 4,61 ml Essigsaure versetrt. Nach dreiminOtigem 
ROhren bei Raumtemperatur wurde die Losung auf 0°C gekuhtt und mit 100 ml 
Wasser und 100 ml Essigester verdunnt. Nach dem Trennen der Phasen Im 
Scheidetrichter wurde die organische Phase einmal mit 25 ml einer 5%-igen 
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und anschlieBend Ober Natriumsuffat 
getrocknet. Das Trockenmittel wurde abfiltriert und das Filtrat am 
Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. 

Das Rohprodukt wurde mittels Rashchromatographie gereinigt. Der Gradient des 
Laufmittels Methylenchlorid / Methanol wurde von 0 % auf 5 % Methanol erhdht. 
Das Produkt wurde als hellgelber Feststoff isoliert (910 mg ; 0,77 mmol ; 82 %). 

73. Darstellung von 5 , -0-(4,4 , -Dimethoxytriphenylmethyl)-2 , -desoxythymidylyl- 
(3'-»5')-2'-desoxythymidin S'-O-succinyl-tfo-O-tributylslloxyj^-nitrobenzyl)- 
Phosphonat 

(TBS-geschutztes Hydroxy-3*-succinylphosphonat-Dimer J) 
120 mg (0,10 mmol; 1 eq) TBS-geschutztes Hydroxy-3'-OH-Phosphonat-Dimer I 
wurden vorgetrocknet in 1 ml trockenem Pyridin gelSst AnschlieBend wurden 
nacheinander 14,8 mg (0,12 mmol ; 1,2 eq.) 4-Dimethylaminopyridin und 12,1 mg 
(0,12 mmol ; 1,2 eq.) Bernsteinsaureanhydrid zugegeben und bei Raumtemperatur 
4 Stunden geruhrt. Es wurden 40 ml Wasser zugegeben und nach 10 minOtigem 
Nachruhren zur Trockene am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand 
wurde in 10 ml Methylenchlorid aufgenommen und einmal mit 5 ml kalter 10%iger 
Zitronensaure und zweimal mit je 5 ml kaltem Wasser extrahiert. AnschieBend 
wurde die organische Phase Ober Natriumsulfat getrocknet Nach nitration wurde 
am Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt. 
Das Rohprodukt wurde in 3 ml Methylenchlorid aufgenommen und in 25 ml 
eiskaltes n-Hexan eingetropft. Das Produkt fiel als farbloser Niederschlag aus. Zur 
Vervollstandigung der Fallung wurde die Mutterlauge bei -20 °C einige Stunden 
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gelagert, anschlieSend abfiltriert und getrocknet. Das Produkt 1st eln farbloser 
Feststoff (115 mg ; 0,09 mmol ; 90 %). 

74. Darstellung von 5 , 0-(4,4 , -Dimethoxytriphenylrnethyl)-2 , -desoxythymiclylyl- 
(3 , ^5>2"-desoxythymidin3 , 0-succinyl<JPG-((a<)-tributylsiloxy^ 
Phosphonat 

(CPG-gebundenes TBS-geschOtztes Hydroxy-3'-succlny!phosphonat-Dimer 
K) 

In einem Pierce-FIaschchen wurden 26,5 mg (0,021 mmol ; 1,5 eq.) TBS- 
geschutztes Hydroxy-3'-succInylphosphonat-Dimer J in 0,7 ml trockenem 
Dimethylformamid ge!6st und mit 6,74 mg (0,021 mmol ; 1,5 eq.) O-Benzotriazol-1- 
yl-N.N.N'.N'.-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TBTU) und 2,1 ml (0,017 mmol ; 
1,96 mg ; 1,2 eq.) N-Ethylmorpholin versetzt AnschlieSend wurden 183 mg CPG- 
Trager zugegeben und weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. Es 
wurde in eine Fritte uberfuhrt, mit Methanol und Methylenchlorid gewaschen, wieder 
in das Pierce-FIaschchen QberfQhrt und mit 0,7 ml Capplng-Reagenz versetzt. Es 
wurde eine weitere Stunde geschuttelt, erneut in eine Fritte uberfuhrt, abfiltriert, mit 
Methanol, Methylenchlorid, Tetrahydrofuran und Diethylether gewaschen und im 
Olpumpenvakuum getrocknet. 
Beladung des Trigers : 33,15 mmol/g 

75. Herstellung von CGTCCATGTCGGCAAACAGCT(pp)C (HSV Target) 

Die Herstellung erfolgt analog wie in Beispiel 56 beschrieben, wobei man anstelle 
von T(pp)T-CPG von entsprechendem T(pp)T-CPG-Trager aus Beispiel 74 ausgeht. 
In den Kondensationsreaktionen werden im Schritt 4 jeweils die der Sequenz 
entsprechenden Monomerbaustein des Desoxyadenosins, Desoxyguanosins Oder 
des Desoxycytidins eingesetzt. Man bevorzugt solche kommerziell erh§ltliche 
Bausteine, die schnell abspaltbare Schutzgruppen besitzen (^Expedite Fast 
Deprotecting Amidites; Fa. Millipore, Eschborn). 
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Patentanspruche: 



1. Verbindungen der Formel I, 



R ' CH- 

l 

Y 



OW 



•OR 



(I) 



dadurch gekennzelchnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc Oder SAc, mlt Ac=(C1-C18)-Acyl, ggf. 1« 

3-fach ungesattigt, hat, 

R' Aryl, Heteroaryl Oder Alkyl bedeutet, 

W die Bedeutung eines pharmazeutischen Wirkstoffrestes hat, 

R die Bedeutung von W hat wobei R und W gleich oder verschieden sein 

kdnnen, oder R bedeutet einen ggf. substftulerten Alkyirest oder 

W und R bilden zusammen m'rt dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 

Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 

Formel II' bedeutet 




( i ' ) 



0 R 
R P 0- 



li 



(•I') 



0R : 



WO 95/013O PCT/EP94/02121 

62 

wobei X Oxy, Sulfandiyl oder Methylen bedeutet, 
B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darstellt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 50 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabhSngig voneinander H (C1-C18)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

4 > 5 

R -P- OR 

I 

worin R 4 O, S, CH 3 oder CHYR', mit R* und Y wie oben definlert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfails substituierten Alkyirest mlt 1-18 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhSngig voneinander H, 0(C1-C18)-Alkyl, 0(C1-C18)-Acyl, 
F, CI, N 3 , NH 2 oder NHR 6 wobei R 6 (C1-C6)-Alkyl oder -Acyl 
und die geschweifte Klammer deutet an, daB R 3 und der benachbarte 
Phosphonylrest sich in 2' bzw. 3' Position befinden k6nnen. 

2. Verbindungen der Formei I gemaB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc oder SAc, mit Ac«=(C1-C8)-Acyl, ggf. 1-3- 
fach ungesattigt, hat, 

R' Aryi mit 6-14 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu drei voneinander 
unabhangigen Resten ausgewahlt aus der Gruppe 
(C1-C5)-Alkyl, Halogen, N0 2 , CN, (C1-C6)-Alkoxy, Amino, (C1-C4)- 
Alkylamino, (C1-C8)-Dialkylamlno, wobei an den Aryirest auch ein (C3-C8)- 
Alkylenrest ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch 
Oxy ersetzt sein kann; 

Heteroaryl mit 3 bis 13 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewSM 
aus der Gruppe N, O und S; 

(C1-Cl6)-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, gesattigt oder 1-3 fach 
ungesSttigt, ggf. substituiert unabhangig voneinander mit bis zu drei 
Subst'rtuenten ausgewahlt aus der Gruppe Halogen, CN, N0 2 und (C1-C3)- 
Alkoxy bedeutet, 
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W die Bedeutung eines pharmazeutischen Wirkstoffrestes hat, 
R die Bedeutung von W hat, wobei R und W gteich Oder verschieden sein 
konnen, oder R bedeutet Oder (C1-C16)-AIkyl bedeutet, das verzweigt oder 
unverzweigt sein kann und ggf. substituiert ist unabhangig voneinander mit 
bis zu 3 Resten aus der Gnjppe Halogen, CN, (C1-C8)-Acyloxy, (C1-C18)- 
Alkoxy oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 
Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 
Formel II' bedeutet 

wobei X Oxy oder Sulfandiyl bedeutet, 
B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darstellt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 30 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabh§ngig voneinander H (C1-C12)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

4 B 5 

R -P- OR 

I 

worin R 4 O, S, CH 3 oder CHYR\ mit R* und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-12 C-Atornen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhangig voneinander H, 0(C1-C12)-Alkyl, 0(C1-C12)-Acyl, 
CI. N 3 , NH 2 oder NHR 6 wobei R 6 (C1-C3)-Alkyl oder -Acyl 
und die geschweifte Klammer deutet an, daS R 3 und der benachbarte 
Phosphonylrest sich in 2' bzw. 3' Position .befinden kSnnen. 

3. Verbindungen der Formel I gemSB den AnsprOche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH, SH, OAc oder SAc hat, mit Ac=(C1-C3)-Acyl, ggf. 
1-3-fach ungesattigt, 

R' Aryl mit 6-14 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu 3 voneinander 

unabhangigen Resten ausgewahlt aus der Gruppe 

(Cl-C3)-Alkyl, F, CI, N0 2 , CN, (C1-C4)-Alkoxy, Amino, (C1-C3)-Alkylamlno, 
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(C1-C6)-DiaIkylamino, wobei an den Arylrest auch ein (C3-C8)-A!kylenrest 
ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch Oxy ersetn 
sein kann; 

Heteroaryl mit 3 bis 6 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewfihlt 
aus der Gruppe N, O und S; 

(Cl-CB)-AIkyl, verzweigt Oder unverzweigt, ges§ttigt oder 1-3 fech 
ungesSttigt, ggf. substituiert unabhangig voneinander mit bis zu drei 
Substituenten ausgewShlt aus der Gruppe CI, CN, N0 2 und (C1-C3)-Alkoxy 
bedeutet, 

W die Bedeutung eines 5\ 3' oder 2' Nukleosid-Analogons, eines Steroids, 
eines Zuckers, eines Inositols oder eines Peptids mit mindestens einer 
Aminosaure Ser oder Tyr und insgesamt bis zu 20 natOrlichen Aminosauren 
hat, 

R die Bedeutung von W hat oder (C1-C8)-AIkyl bedeutet, das verzweigt oder 

unverzweigt sein kann und ggf. substituiert ist mit bis zu 2 Resten aus der 

Gruppe Halogen, CN, (C3-C6)-Acyioxy, (CB-C18)-AIkoxy Oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 

Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 

Formel II 1 bedeutet 

wobei X Oxy bedeutet, 

B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darstelft, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 20 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabhangig voneinander H (CI-CB)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
O 

R -P- OR 5 

I 

worin R 4 O, S, CH 3 oder CHYR\ mit R f und Y wie oben definiert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-8 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabh§ngig voneinander H, 0(C1-C8)-Alkyl, 0(C1-C8)-AcyI, CI 
oder N 3 , und die geschweifte Klammer deutet an, daB R 3 und der 
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benachbarte Phosphonylrest sich in 2* bzw. 3' Position befinden k6nnen. 

4. Verbindungen der Formel I gemSB einem oder mehreren der AnsprQche 1-3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
Y die Bedeutung von OH hat, 

R' Aryl mit 6 C-Atomen, ggf. substituiert mlt bis zu 3 voneinander 
unabhangigen Resten ausgewfihlt aus der Gruppe 
(C1-C3)-Alkyl, F, CI, N0 2 , CN, (C1-C4)-Alkoxy, Amino, (C1-C3)-Alkylamlno, 
(C1-C6)-DialkylamIno, wobei an den Arylrest auch ein (C3-C6)-Alkylenrest 
ankondensiert sein kann, in dem eine CH 2 -Gruppe auch durch Oxy ersetzt 
sein kann; 

Heteroaryl mit 3 bis 6 C-Atomen und bis zu drei Heteroatomen ausgewahlt 
aus der Gruppe N, O und S; 

(Cl-C8)-Alkyl, verzweigt oder unverzweigt, ges&ttigt Oder 1-3 fach 

ungesittigt, vorzugsweise ungesSttigt in konjugierter Form mit einer 

ungesattigten Bindung in alpha-Stellung, ggf. substituiert unabhangig 

voneinander mit bis zu drei Substituenten ausgewahlt aus der Gruppe Ci, 

CN, N0 2 und (C1-C3)-Alkoxy bedeutet, 

W die Bedeutung eines 5'- oder 3' Nukleosid-Analogons hat, 

R die Bedeutung von W hat oder (C1-C4)-Alkyl bedeutet, das verzweigt oder 

unverzweigt sein kann oder 

W und R bilden zusammen mit dem sie tragenden Phosphonat-Rest ein 
Oligonukleotid wobei W einen Rest der Formel II und R einen Rest der 
Formel II' bedeutet 
wobei X Oxy bedeutet, 

B unabhangig voneinander eine Nukleotidbase darstellt, 
n unabhangig voneinander eine ganze Zahl von 0 bis 15 bedeutet, 
R 1 und R 2 bedeuten unabhangig voneinander H (C1-C4)-Acyl oder einen 
Rest der Formel 
0 

R 4 -P- OR 
I 
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worin R 4 0, S, CH 3 Oder CHYR\ mtt R' und Y wie oben deflniert bedeutet 
und R 5 einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest mit 1-3 C-Atomen 
bedeutet, 

R 3 bedeutet unabhangig voneinander H, 0(C1-C3)-Alkyl, 0(C1-C3)-AcyI, CI 
Oder N 3 , und die geschwe'rfte Klammer deutet an, daS R 3 und der 
benachbarte Phosphonylrest sich in 2 f bzw. 3' Position befmden kdnnen. 

5. Verbindungen der Formel I gem&B einem Oder mehreren der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

Y die Bedeutung von OH hat, 

W die Bedeutung eines 5'- Oder 3' Nukleosid-Anatogons hat, 

R die Bedeutung von W hat Oder (C1-C4)-Alkyl bedeutet, das verzweigt Oder 

unverzweigt sein kann, 

R' bedeutet Aryl mit 6 C-Atomen, ggf. substituiert mit bis zu 3 voneinander 

unabhangigen Resten ausgew&htt aus der Gruppe 

CI, N0 2 , CN, (C1-C3)-Alkoxy, Amino und (C1-C3)-AIkylamino, 

6. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen gemfiB einem oder mehreren 
der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) eine Verbindung der Formel III mit einer Verbindung der Formel IV 
umgesetzt wird, 

OW H 

K- - p .\ "*^% 

o ™ x o 

(Ml) (IV) 

Oder daB 

b) eine Verbindung der Formel V in betiebiger Reihenfolge und unter 
Anwendung eines Kondensationsmittels mit Verbindungen der Formel VI 
umgesetzt wird, oder daB 

c) eine Verbindung der Formel V in beliebiger Reihenfolge und unter 
Anwendung eines Kondensationsmittels mit Verbindungen der Formel VI und 
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der Formel VII umgesetzt wird, 




O-SG 



WOH 



ROH 



(V) 



(VI) 



(VII) 



wobei SG eine Schutzgruppe darstellt, die zur Gewinnung der Verbindung 
der Formel I ggf. abgespatten wird, 

Oder eine Nucleotideinheit mlt 3 , (2>terminaler H-Phosphonat Gruppierung 
und geschutzter 5'-Hydroxygruppe mit einer weiteren Nucleotideinheit mit 
freier S'-Hydroxygruppe und geschutzter 3 , (2 , )-Hydroxygruppe In Gegenwart 
eines Aktivierungsmittels zum H-Phosphosphonatdlnucleosid umgesetzt und 
dieses mit einem Aldehyd zum Dinudeosid-a-hydroxyaikyl(aryO-phosphonat 
kondensiert wird, das nach Umsetzung zu deren aktivierten Derivaten mit 
weiteren (Oligo)-Nucleotidfragmenten zu Oligonucleotiden reagiert, wobei 
temporar eingefuhrte Schutzgruppen abespatten werden, oder daB 

a) eine Nucleotideinheit mit 3 , (2>terminaler Phosphor(III) oder Phosphor(V)- 
Gruppierung mit einer freien 5*-Hydroxygruppe einer weiteren 
Nucleotideinheit bzw. wachsenden Oligonucleotidkette in Gegenwart eines 
Kondensationsmittels oder 

b) deren aktivierten Derivaten umgesetzt wird, oder das 
Oligonucleotidanalogen in Fragmenten in gleicher Weise aufgebaut wird, in 
den nach a) oder b) erhaltenen Oligonucleotiden zum Schutz anderer 
Funktionen temoprar eingefuhrte Schutzgruppen abgespalten werden und 
die so erhaltenen Oligonucleotid-Anaioga der Formel I worin W einen Rest 
der Formel II und R einen Rest der Formel II* bedeuten gegebenenfalls in ihr 
physiologisch vertragliches Salz uberfuhrt werden. 



7. Verwendung eines Oligonucleotidanalogons gem&B einem oder mehreren 
der Anspruche 1-5 als Inhibitor der Genexpression. 
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8. Arzneimittel, enthaltend eine oder mehrere der Verbindungen der Formel I 
gemSB einem oder mehreren der AnsprOche 1-5- 

9. Verbindungen der Formel I gemaS einem oder mehreren der AnsprOche 1-5 
zur Anwendung als Arzneimittel. 

10. Verbindungen der Formel I gemaS einem Oder mehreren der AnsprOche 1-5 
zur Herstellung von Arzneimitteln mit einer Prodrug-Funktion. 
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